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1 EINLEITUNG 
 
Der humanpathogene Erreger der Ruhr, Shigella flexneri, wandert in intestinale Epithelzellen 
ein und vermag es, das wirtszelleigene Aktinzytoskelett zu manipulieren, indem S. flexneri 
die Polymerisation von filamentösem Aktin an der bakteriellen Oberfläche initiiert. Dadurch 
ist S. flexneri in der Lage, sich durch das Zytoplasma der Wirtszelle zu bewegen und 
Nachbarzellen durch das Ausbilden von fingerartigen „Protrusionen“ zu infizieren. Die damit 
erzielte effiziente Ausbreitungsstrategie von Zelle zu Zelle ermöglicht es S. flexneri, einen 
Teil der Immunantwort des Wirtes zu umgehen. 
Der Aktin-basierte Bewegungsprozess des Bakteriums ist essentiell abhängig von einem 
zentralen zellulären Regulator der gerichteten Aktindynamik, dem ubiquitären „neuronalen 
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein“ N-WASP (Egile et al., 1999; Loisel et al., 1999; Lommel 
et al., 2001; Snapper et al., 2001; Suzuki et al., 1998). Das bakterielle Oberflächenprotein 
IcsA von S. flexneri rekrutiert N-WASP (Suzuki et al., 1998) und bewirkt die Aktivierung 
dieses intrinsisch inaktiven Proteins (Egile et al., 1999). Dadurch erschließt sich das 
bakterielle Pathogen S. flexneri den Zugang zur zelleigenen Aktinpolymerisations-
Maschinerie. Der über N-WASP gebundene und aktivierte Arp2/3-Komplex („Actin related 
protein“ 2/3 Komplex) nukleiert die Neubildung von Aktinfilamenten an der bakteriellen 
Oberfläche, so dass ein Aktinschweif ausgebildet werden kann. Mit diesem ist S. flexneri in 
der Lage, sich durch das Zytoplasma der Wirtszelle zu bewegen und seinen Infektionszyklus 
voranzutreiben. 
Die Untersuchung der durch Shigella angesteuerten zellulären Signalwege, die die 
Aktinpolymerisation direkt beeinflussen, stellt sich als äußerst interessant dar, denn es können 
zum einen bedeutende Erkenntnisse über die involvierten Pathogenitätsmechanismen des 
Bakteriums und zum anderen über generelle Prinzipien zellulärer Regulation der 
Aktindynamik gewonnen werden. 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Funktion von SH2/SH3-Adapterproteinen 
(Src Homologie Domänen 2/3) und Profilin bei der Regulation der Aktin-vermittelten 
Motilität von Bakterien der Spezies Shigella flexneri. Dabei wird die Natur der Interaktionen 
dieser Proteine mit N-WASP aufgeklärt und der Frage nach der Rolle dieser Interaktionen in 
der intrazellulären Motilität von S. flexneri nachgegangen. Die vorliegende Einleitung soll 
daher einen Einblick in die Rolle des dynamischen Mikrofilamentsystems in eukaryontischen 
Zellen geben und wichtige Regulatoren dieses Systems einführen. Auf die Bedeutung der 
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intrazellulären Motilität von S. flexneri als dereguliertes Modellsystem zellulärer 
Mikrofilamentdynamik wird im Detail eingegangen. 
 
1.1 Das Zytoskelett 
Das Zytoplasma ist strukturiert durch filamentöse, polymere Proteine des Zytoskeletts, 
welches in drei verschiedene Elemente eingeteilt werden kann: Aktinfilamente oder 
Mikrofilamente, Intermediärfilamente und Mikrotubuli. Diese sind aufgrund ihrer 
Durchmesser von 6 nm (Aktin), 10 nm (Intermediärfilamente) und 23 nm (Mikrotubuli) 
definiert. Aktinfilamente ermöglichen es Zellen, sich zu bewegen und sich zu teilen. 
Intermediärfilamente bilden ein intrazelluläres Gerüst, welches den Zellen Widerstand 
gegenüber äußeren Stressfaktoren verleiht. Mikrotubuli treiben die Trennung der 
Chromosomen während der Mitose voran und dienen als Transportwege, an denen die 
Motorproteine Dynein und Kinesin Vesikel entlang transportieren. 
 
1.2 Organisation des Aktinzytoskeletts in der Zelle 
Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung zentraler Vorgänge in der Regulation des 
Aktinzytoskeletts während der Pathogenese des Bakteriums S. flexneri. Das Aktinzytoskelett 
bietet einer Zelle zum einen ein strukturelles Gerüst, zum anderen ist Aktin der Motor für 
diverse Bewegungsvorgänge einer Zelle inklusive der Motilität von Pathogenen (Tilney and 
Portnoy, 1989). Die regulierte Dynamik von Aktin ist daher ein wesentliches 
Charakteristikum dieses Mikrofilamentsystems. Um die verschiedenen Funktionen an 
unterschiedlicher Lokalisation in einer Zelle ausführen zu können, gliedert sich das 
Aktinzytoskelett einer Zelle in einzelne zytoskelettale Kompartimente mit verschiedener 
Regulation (Small, 1988; Small, 1994; Small et al., 1999).  
Der Zellcortex einer migrierenden Zelle besteht aus der Plasmamembran und einem darunter 
liegenden Netzwerk aus zytoskelettalen Proteinen, welches den Zellvorschub bewirkt. Dieses 
Netzwerk beinhaltet verschiedene Strukturen, die sich in ihrer Anordnung der Filamente 
unterscheiden. Im nur 200 nm breiten, flachen Lamellipodium („Leitsaum“) sind die 
Aktinfilamente in einem locker verbundenen Netzwerk im 70°-Winkel „Y“-artig verzweigt 
angeordnet (Small et al., 2002; Svitkina and Borisy, 1999). Im Lamellipodium erfolgt bei der 
Bewegung einer Zelle eine gesteuerte dynamische Polymerisation von Aktinfilamenten, die 
mit ihren schnell wachsenden Plus-Enden (siehe folgendes Kapitel) zur Zellmembran 
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gerichtet sind (Small et al., 1978; Wang, 1985; Watanabe and Mitchison, 2002). Neben einer 
Bewegung der Lamellipodien parallel zum Substrat können diese Protrusionen auch in Form 
von gekräuselten Membranaufwerfungen („membrane ruffles“) über die Oberseite der Zelle 
wandern (Abercrombie et al., 1970). Die genaue Bedeutung dieser Struktur ist nicht bekannt, 
es wird angenommen, dass sie eher in makropinozytotische Prozesse als in die Zellbewegung 
involviert ist.  
Um eine Bewegung ausführen zu können, benötigt eine Zelle neben einer protrusiven Struktur 
ein mechanisches Widerlager für die ausgeübte Kraft, welches in Form von am Substrat 
adhärierenden sogenannten Fokalkontakten mit spezifischer Proteinzusammensetzung 
gegeben ist. Wenn sich die Zelle nun weiter vorschiebt, werden diese am hinteren Pol der 
Zelle gelöst und der Zellkörper wird nachgezogen. Dabei sorgen kontraktile Strukturen, zu 
denen auch die Stressfasern aus Aktin gehören, über die Interaktion mit Myosin für die 
Vollendung der Bewegung (Huxley, 1973). Stressfasern dienen außerdem zur Verankerung 
der Zelle in der extrazellulären Matrix über Fokalkontakte und zur Aufrechterhaltung der 
Spannung der Zelle (Izzard and Lochner, 1976). In Stressfasern liegen die Aktinfilamente in 
parallel angeordneten Bündeln vor. Auch in den im Lamellipodium (siehe Abb. 1. 1) zu 
findenden „Microspikes“ sind die Aktinfilamente parallel angeordnet. „Microspikes“ können 
lateral im Lamellipodium wandern und Vorläufer von sogenannten Filopodien 
(„Membranfinger“) darstellen (Small, 1988; Small, 1994; Small et al., 2002). 
 
 
 
Abb. 1. 1. Schematische Darstellung der Aktinstrukturen in Lamellipodien („Leitsaum“) und Filopodien 
(„Membranfinger“) in motilen Zellen. 
Es sind (A) äußerer Rand des Lamellipodiums („Tip“); (B) Aktin Netzwerk, (C) Region des Filamentabbaus; 
(D) Spitze des Filopodiums; (E) Filamentbündel; (F) dem Lamellipodium untergeordnete Filamente, die das 
Zytoplasma strukturieren; dargestellt. Aus (Small et al., 2002) 
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1.3 Die Aktinpolymerisation 
Die Aktin-basierte Zellbewegung spielt in vielen wesentlichen biologischen Prozessen in 
höheren Eukaryonten eine Rolle, etwa bei der Embryonalentwicklung, der Funktion des 
Immunsystems bei der Einwanderung der Immunzellen in Entzündungsherde, bei der 
Wundheilung und der Metastasierung entarteter Zellen. Aber auch für die intrazelluläre 
Bewegung pathogener Bakterien wie Listeria, Shigella und Rickettsia, sowie des Vaccinia 
Virus wird Aktin benötigt. Die durch Aktin-bindende Proteine regulierte, dynamische 
Reorganisation des Aktinfilamentsystems durch Polymerisation / Depolymerisation und die in 
der Struktur von Aktinfilamenten festgelegte Polarität ist für diese gerichteten 
Bewegungsvorgänge essentiell (Aguda et al., 2005). 
Aktin existiert in der Zelle in zwei austauschbaren Formen, dem monomeren, globulären 
Aktin (G-Aktin: 43 kD), welches in einer reversiblen Reaktion zu filamentösem Aktin (F-
Aktin) polymerisiert (Welch et al., 1997c). Letzteres besteht aus einem zweisträngigen helical 
gewundenen Polymer. Man nimmt an, dass die gegenseitige Affinität der Monomere in einer 
Helix stärker als in einem Einzelstrang ist (Holmes et al., 1990). Ein Aktinmonomer umfasst 
vier Domänen, wobei die Domänen I und II von den übrigen Domänen derart getrennt sind, 
dass eine Bindungstasche entsteht. In diesen Spalt bindet ATP sowie Magnesium mit sehr 
hoher Affinität (Schuler, 2001). Die Enzymaktivität von Aktin hydrolysiert ATP über eine 
Zwischenstufe zu ADP und Phosphat, kurz nachdem G-Aktin in ein wachsendes 
Aktinfilament inkorporiert (Korn et al., 1987). Wenn ein ADP-beladenes G-Aktin sich wieder 
vom Filament ablöst, wird ADP gegen ATP ausgetauscht. Damit lässt sich eine Reifung der 
Untereinheiten entlang des Aktinfilaments beobachten. Die mit unterschiedlicher 
Konformation einhergehenden verschiedenen Phosphorylierungszustände von Aktin 
beeinflussen die Interaktion mit Aktin-bindenden Proteinen. Damit wird die Aktindynamik in 
der Zelle kontrolliert. Zum Beispiel bindet der Aktin depolymerisierende Faktor ADF/ Cofilin 
bevorzugt an ADP-Aktin (Carlier et al., 1997). 
Obwohl die atomare Struktur von F-Aktin im Gegensatz zu G-Aktin bisher nicht aufgeklärt 
werden konnte, ist bekannt, dass sich die beiden Enden der Filamente strukturell und 
funktionell unterscheiden (Pollard, 1986; Pollard et al., 2000). Die Polarität der Filamente 
kann durch ihre Dekoration mit Myosin gezeigt werden (Ishikawa et al., 1969; Wegner, 
1976). In Abwesenheit von ATP bindet Myosin an Aktin in einem Winkel von 45°, wodurch 
ein pfeilförmiges, „pointed“ Ende (auch bekannt als Minusende) und ein stumpfes, „barbed“ 
Ende (auch Plusende benannt) in elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbar wird. Eine 
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detaillierte Diskussion zur Struktur von F-Aktin ist (Aguda et al., 2005; dos Remedios et al., 
2003) zu entnehmen. 
Die Polymerisationsreaktion von Aktinmonomeren zu filamentösem Aktin stellt im 
wesentlichen eine mehrstufige Kondensationsreaktion dar (siehe Abb. 1.2): 1) die langsame 
Assoziation eines Dimers und anschließende Ausbildung eines stabilen Trimers, auch 
Nukleus der Polymerisation genannt; 2) die Elongationsphase, während der Aktinmonomere 
sich sowohl an Plus- und Minusende anlagern; 3) die Phase des Fließgleichgewichtes, in 
welchem sich Anlagerung und Abtrennung von Untereinheiten angleichen.  
 
 
 
Abb. 1. 2. Die Kinetik der Aktinpolymerisation.  
Die Aktinpolymerisation gliedert sich in drei Phasen, wie dem zeitlichen Verlauf der Zunahme der 
Aktinfilamente zu entnehmen ist. Nach der anfänglichen geschwindigkeitsbestimmenden Nukleationsphase 
erfolgt die Phase exponentiellen Wachstums bis zum Erreichen des Gleichgewichtszustandes, in welchem sich 
Anlagerung und Abtrennung von Untereinheiten angleichen. Die spontane Polymerisation von Aktin ist sehr 
langsam im Vergleich zur regulierten Aktinfilamentbildung. 
 
 
Die Nukleation (1) ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Aktinpolymerisation und 
wird durch eine hohe ATP-Konzentration begünstigt. Zur Ausbildung eines sogenannten 
Nukleus der Aktinpolymerisation bedarf es der Zusammenlagerung von drei 
Aktinmonomeren. Während der Elongationsphase werden Monomere an beide Filamentenden 
zugefügt. Jedoch unterscheiden sich die Assoziationsraten (κon) und Dissoziationsraten (κoff) 
beider Enden. Damit ergeben sich unterschiedliche kritische Konzentrationen ΚDS (κoff/κon) 
für beide Enden. Wenn die Assoziationsrate die Dissoziationsrate übersteigt, verlängert sich 
                                                                                                                                                        1 Einleitung 
 6 
ein Filament. Die Elongationsrate hängt dabei von der Anzahl der Nuklei und der 
Konzentration freier Monomere ab. Das Filamentwachstum endet, wenn ein stationärer 
Zustand erreicht ist. In diesem Zustand gleichen sich Assoziations- und Dissoziationsrate an 
und die G-Aktin-Konzentration bleibt unverändert. Diese Konzentration nennt sich kritische 
Konzentration. Da diese aber für beide Filamentenden verschieden ist, und zwar 12- bis 15-
fach höher für das „pointed“/Minus- Ende, wächst dieses Ende langsamer (Wegner and 
Isenberg, 1983). Das Fließgleichgewicht, in dem das Filament nicht mehr an Länge gewinnt, 
ist durch den kontinuierlichen Zuwachs am „barbed“/Plus- Ende und den steten Verlust von 
Monomeren am „pointed“ Ende gekennzeichnet. In diesem sogenannten 
Tretmühlenmechanismus verändert sich die Länge des Filaments nicht, einzelne Monomere 
wandern dabei vom Plus- zum Minusende des Filaments (Wegner, 1976). 
Die Ausbildung eines Nukleus aus drei Aktinmonomeren erfolgt bei einer hohen G-Aktin 
Konzentration (höher als die kritische Konzentration) in ruhenden Zellen auch spontan 
(Stossel, 1993), ist aber kinetisch ungünstig und wird in der Zelle an unerwünschter zellulärer 
Lokalisation durch eine Reihe von Aktinmonomer sequestrierenden Proteinen verhindert 
(siehe unten). An Stellen mit großer Aktindynamik (wie etwa im Leitsaum einer Zelle, s. o.) 
wird die Nukleation der Aktinpolymerisation durch Nukleatoren wie dem Arp2/3 Komplex 
(siehe Kapitel 0) beschleunigt. 
 
1.4 Regulation der Aktindynamik durch Aktin-bindende Proteine 
Die zeitliche und räumliche Kontrolle der Bildung und Auflösung von Aktinfilamenten 
involviert eine Vielzahl regulatorischer Proteine, eine kleine, anhand ihrer Funktion 
klassifizierte, Auswahl davon soll hier vorgestellt werden (Winder and Ayscough, 2005). 
Eine Möglichkeit die Aktinpolymerisation zu beeinflussen besteht darin, die 
Polymerisationsfähigkeit von Aktinmonomeren einzuschränken bzw. zu fördern. Zwei 
Aktinmonomer bindende Proteine sind Thymosin β4 und Profilin (Carlson et al., 1977; Safer 
et al., 1991). Thymosin β4 ist ein 5 kD großes Protein, welches durch seine Bindung an G-
Aktin eine sterische Behinderung der spontanen Filamentpolymerisation bewirkt. Thymosin 
β4 bindet vornehmlich an ATP-beladene Monomere und stellt ein Aktinmonomer-Reservoir 
bereit (Cassimeris et al., 1992; De La Cruz et al., 2000; Safer et al., 1991; Sun et al., 1995). 
Die Affinität dieser Monomere zu einem Plusende eines existierenden Filaments ist aber 
größer als zu Thymosin β4, so dass ein reguliertes Wachstum von Filamenten ablaufen kann. 
Ein weiteres wichtiges G-Aktin-bindendes Protein ist das 19 kD große Profilin (eine 
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Abkürzung von „profilamentous actin“ oder „profilactin) (Ampe et al., 1988; Carlsson et al., 
1977). Ebenso wie Thymosin β4 bindet Profilin Aktinmonomere im Verhältnis 1:1 und 
stimuliert im wesentlichen das rapide Wachstum von Aktinfilamenten. Profilin katalysiert den 
Nukleotidaustausch, so dass die schnellere Polymerisation ATP-beladener Monomere 
vermittelt wird (Goldschmidt-Clermont et al., 1991; Pollard, 1986; Pring et al., 1992; Sun et 
al., 1995). Darüber hinaus fungiert Profilin als effektiver Puffer für hohe Monomer-
Konzentrationen in Zellen, so transportiert Profilin Monomere aus dem Pool der durch 
Thymosin β4 sequestrierten G-Aktine zum wachsenden Plusende eines Filaments (Pantaloni 
and Carlier, 1993). Allerdings ist die Assoziationsrate ungebundener Aktinmonomere ohne 
Profilin an wachsende Filamente höher als die des Profilin-Aktin-Komplexes (Gutsche-
Perelroizen et al., 1999). Die Dissoziation Profilins von Aktin wird stimuliert durch die 
sauren Phospholipide Phosphatidylinositolphosphat (PIP) und Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) (Goldschmidt-Clermont et al., 1990). Neben der direkten Bindung von 
Aktin, kann Profilin über die Bindung einiger Aktin-Regulatoren die Aktinpolymerisation 
indirekt beeinflussen. So bindet Profilin an einen zentralen Regulator der 
Aktinpolymerisation, den Arp2/3 Komplex (Machesky et al., 1994) (siehe Kapitel 0). Auch 
dessen wichtigen Aktivator N-WASP kann Profilin binden (Suetsugu et al., 1998) und ist 
damit in der Lage, die Aktinpolymerisation zu stimulieren (Yang et al., 2000), worauf aber in 
Kapitel 1.7 genauer eingegangen wird. 
Proteine, die an die „barbed“ Enden von Filamenten binden, sogenannte „capping“ Proteine, 
üben massiven negativen Einfluss auf das Filamentwachstum aus (Carlier and Pantaloni, 
1997; Pantaloni et al., 2001; Schafer and Cooper, 1995; Sun et al., 1995; Weber et al., 1991). 
Werden diese Enden durch „capping“ Proteine vor der Anlagerung von Monomeren 
geschützt, so steigt die kritische Monomerkonzentration hier auf die des Minusendes an. Am 
Minusende hingegen verlangsamt sich die Depolymerisation, da die Monomerkonzentration 
ansteigt. Das „capping“ Protein CapZ ist ein Heterodimer (32 kD und 36 kD) und kommt in 
allen nicht-muskulären Zellen vor (Cooper and Schafer, 2000). Hier sorgt es für die wichtige 
Aufrechterhaltung hoher Konzentrationen an Monomeren, damit Zellen aus dem Ruhezustand 
heraus die Aktinfilamentbildung initiieren können. 
Fragmentierungsproteine generieren neue Plusenden und regulieren die Länge von 
Filamenten durch die Erzeugung von Filamentbrüchen (Bear et al., 2002; Kwiatkowski et al., 
1989; Pantaloni et al., 2001; Schafer and Cooper, 1995; Sun et al., 1995). Das am meisten 
verbreitete Aktinfilament fragmentierende („severing“) Protein ist - neben Severin und Villin 
- Gelsolin, welches 82 kD groß ist und in allen nicht-muskulären Zellen vorkommt. Bei der 
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Bindung an ein Filament interferiert Gelsolin mit der Bindung einzelner Aktinmonomere 
untereinander. Gelsolin verstärkt den Umsatz an Aktinfilamenten und die Aktin-basierte 
Motilität in nicht-muskulären Zellen (Burtnick et al., 2001). 
Die Aktinfilament bündelnden bzw. quervernetzenden Proteine Filamin und α-Actinin sind 
vor allem in Muskelzellen, in geringerer Konzentration auch in nicht-muskulären Zellen zu 
finden (Otey and Carpen, 2004; Wang, 1977). 
Der bereits erwähnte Aktin depolymerisierende Faktor ADF/ Cofilin ist ein weiteres 
wichtiges Protein in der Regulation der Aktindynamik (Bamburg et al., 1999; Carlier et al., 
1997). Dieses in allen eukaryontischen Zellen exprimierte Protein treibt das rasche 
„Recycling“ von Monomeren voran, indem es die Depolymerisation am Minus-Ende der 
Filamente beschleunigt. Daraus resultiert im Endeffekt eine erhöhte Konzentration an ATP-
beladenem G-Aktin, welche wiederum eine schnellere Polymerisation am Plus-Ende 
unterstützt (Cooper and Schafer, 2000; Pollard et al., 2000).  
 
1.5 Der Arp2/3 Komplex 
Wie bereits beschrieben erfolgt die spontane Nukleation von Aktin sehr langsam, da sie 
thermodynamisch ungünstig ist. Um den Erfordernissen schneller Bewegungsvorgänge in 
Zellen gerecht zu werden, bedarf es eines regulierbaren Aktinnukleators, um den 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Nukleation zu beschleunigen und damit die rasche 
Filamentbildung zu ermöglichen. Der Arp2/3 Komplex ist der am besten charakterisierte 
Nukleator neuer Aktinfilamente in eukaryontischen Zellen (Aguda et al., 2005; Ma et al., 
1998; Machesky et al., 1994; Mullins and Pollard, 1999; Svitkina and Borisy, 1999; 
Volkmann et al., 2001). Der Arp2/3 Komplex ist in Bereichen großer Aktindynamik in der 
Zelle (besonders im Lamellipodium) zu finden (Machesky et al., 1997; Schafer et al., 1998; 
Svitkina and Borisy, 1999). Daneben wurde seine Kolokalisation mit Aktinschweifen 
intrazellulär motiler Bakterien von (Welch et al., 1997b) beobachtet. 
Arp2 und Arp3 („Actin related protein“) gehören zu einer Familie von Proteinen, die in ihrer 
Sequenz Aktin zu einem gewissen Grad ähneln. Zusammen mit fünf kleineren Proteinen (in 
Säugern p16, p20, p21, p34 und p40 benannt) lagern sich Arp2 und Arp3 zum Arp2/3 
Komplex zusammen, der in einer Vielzahl von Organismen – von Pflanzen bis zu Säugern – 
zu finden ist. Die Struktur des Arp2/3 Komplexes konnte aufgeklärt werden (Robinson et al., 
2001). Arp2 und Arp3 gleichen stark der Struktur eines Aktinmonomers. Im Aktivzustand des 
Komplexes wird ein Arp2/3 Heterodimer gebildet, welches einem freien Plusende eines 
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Filaments ähnelt (siehe Abb. 1. 3) und als Nukleus die Aktinpolymerisation katalysiert. Die 
langsame spontane Zusammenlagerung von Aktinmonomeren zu einem Nukleus wird somit 
unnötig.  
 
 
 
Abb. 1. 3. Atomare Struktur von Arp2 und 3 im Vergleich mit dem Plusende eines Aktinfilaments. 
Es ist die Struktur der Arp Proteine im Vergleich mit der Struktur eines Plusendes eines Aktinfilaments (rechts), 
welches aus einem Aktindimer besteht, dargestellt. Aus (Robinson et al., 2001). 
 
 
Die fünf weiteren neben Arp2 und Arp 3 im Komplex assoziierten Proteine sind 
wahrscheinlich für die Verankerung an ein Aktinfilament verantwortlich, denn neben der 
schnellen Nukleation (Welch et al., 1997b) sorgt der Arp2/3 Komplex für „Y“-förmige 
Verzweigungspunkte zweier Filamente während der Aktinpolymerisation (Mullins et al., 
1998; Svitkina and Borisy, 1999). Diese Verzweigungspunkte liefern ein Netzwerk von 
Filamenten, welches als Plattform dient, gegen die die Aktinpolymerisations-Maschinerie 
Vorschub leisten kann. Für den Mechanismus der Nukleation und Filamentverzweigung 
werden zwei Modelle diskutiert. Das Modell der „dendritischen Nukleation“ geht von einer 
Anlagerung des Arp2/3 Komplexes an ein bereits vorhandenes „Mutterfilament“ aus, von wo 
aus ein „Tocherfilament“ nukleiert wird (Blanchoin et al., 2000; Mullins et al., 1998; Pollard 
et al., 2000). Beim Modell des „barbed end branching“ (Verzweigung der Plusenden) wird 
hingegen angenommen, dass der Arp2/3 Komplex an die schnell wachsenden Plus-Enden der 
Filamente bindet und dort die Bildung von zwei „Tochterfilamenten“ induziert. Demzufolge 
ist der Arp2/3 Komplex im Filamentnetzwerk des Lamellipodiums einer Zelle in den „Y“-
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artigen Gabelungen zu finden (Pantaloni et al., 2000). In Filopodien und „Mikrospikes“, die 
aus parallelen Filamenten bestehen, ließ sich hingegen der Arp2/3 Komplex nicht nachweisen 
(Svitkina and Borisy, 1999; Svitkina et al., 2003), sehr wohl jedoch in den aus 
kreuzvernetzten Filamenten bestehenden Aktinschweifen von Pathogenen (siehe Kapitel 0) 
(Cameron et al., 2001; Egile et al., 1999; Gouin et al., 1999; Loisel et al., 1999; Welch et al., 
1997b). Aufgrund von elektronenmikroskopischen Aufnahmen des Aktinnetzwerkes im 
Lamellipodium wird das Modell der dendritischen Nukleation derzeit favorisiert (Amann and 
Pollard, 2001; Bailly et al., 1999; Ichetovkin et al., 2002; Svitkina and Borisy, 1999). 
Der Arp2/3 Komplex an sich hat nur eine geringe Aktivität zur Nukleation der 
Aktinpolymerisation (Mullins et al., 1998; Welch et al., 1998). Zur Aktivierung des Arp2/3 
Komplexes sind NPFs („nucleation promoting factors“), namentlich die Proteine der WASP/ 
Scar Familie, nötig (Machesky et al., 1999; Rohatgi et al., 1999; Yarar et al., 1999).  
 
 
Abb. 1. 4. Schematische Aktinpolymerisationskurven zeigen die Effekte des NPF („nucleation promoting 
factor“) WASP und weiterer Faktoren.  
Die spontane Aktinpolymerisation (grau) verläuft sehr langsam, die Beigabe von inaktivem Arp2/3-Komplex 
(grün) oder aktivem WASP alleine ohne den Nukleator (orange) hat keinen Effekt. Die Proteine der Scar/ 
WASP Familie wirken als NPF („nucleation promoting factor“) im Beisein des Nukleators Arp2/3 Komplex. 
Somit wird der Arp2/3 Komplex durch Zugabe von aktivem WASP aktiviert (rot) und die Nukleations- oder 
Lag-Phase wird reduziert. Es kommt zu einem exponentiellen Wachstum der Filamente bis zum Erreichen der 
kritischen Monomer-Konzentration im Fließgleichgewicht. Die Aktivität des Arp2/3-Komplexes kann durch F-
Aktin noch stärker stimuliert werden (blau). Modifiziert nach (Kreishman-Deitrick and Rosen, 2002). 
Die elementare zelluläre Funktion des Arp2/3 Komplexes wurde in genetischen Experimenten 
mit Hefen bestätigt. In der Hefe Schizosaccharomyces pombe sind alle Untereinheiten 
essentiell (Balasubramanian et al., 1996), wohingegen die Hefe Saccharomyces cerevisiae 
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alle bis auf die Untereinheit ArpC1 entbehren kann, wenn auch mit mehr oder weniger 
großem Wachstumsdefizit (Winter et al., 1999b). Dies kann mit der Rolle des Arp2/3 
Komplexes in der Endozytose der Hefe erklärt werden (Warren et al., 2002). Für die 
Phagozytose in Dictyostelium discoideum und in Säugern ist der Arp2/3 Komplex essentiell 
(Insall et al., 2001; May et al., 2000). Darüber hinaus ist der Arp2/3 Komplex in die 
Ausbildung der Zellpolarität und die Fähigkeit zur Migration in Fibroblasten involviert, wie 
u.a. sogenannte Wundheilungs-Experimente zeigten (Magdalena et al., 2003a; Magdalena et 
al., 2003b). In Drosophila melanogaster spielt der Arp2/3 Komplex vor allem während der 
Embryogenese eine wichtige Rolle, so dass defekte Homologe der Untereinheiten p40 und 
Arp3 eine noch vor dem Erreichen des Adultstadiums einsetzende letale Wirkung hatten 
(Hudson and Cooley, 2002; Stevenson et al., 2002). Um die Funktion des Arp2/3 Komplexes 
in Säugern noch detaillierter aufzuklären, wäre eine konditionale Deletion von Genen 
einzelner Komponenten des Arp2/3 Komplexes in adulten Geweben sicherlich äußerst 
aufschlussreich. 
 
1.6 Die Proteine der WASP/ Scar Familie 
Die Proteine der WASP/ Scar Familie sind durch ihre Fähigkeit, den Arp2/3 Komplex zu 
aktivieren, zentrale Regulatoren der zellulären Aktindynamik (Machesky and Insall, 1998; 
Machesky et al., 1999; Pollard et al., 2000; Rohatgi et al., 1999; Stradal et al., 2004; Winter et 
al., 1999a). 
Das Gen, welches in Patienten mit dem Wiskott-Aldrich-Syndrom (WASP) mutiert ist und 
eine selten vorkommende X-chromosomal vererbte Immunschwäche auslöst, wurde 1994 
identifiziert (Derry et al., 1994). Ein Homolog von WASP wurde später aus Gehirn isoliert 
und „N-WASP“ (neuronales WASP) genannt (Miki et al., 1996), obwohl inzwischen klar ist, 
dass es ubiquitär exprimiert wird. Ein WASP-verwandtes Protein wurde in Dictyostelium 
entdeckt und „Scar“ ("suppressor of cAMP-receptor") genannt (Bear et al., 1998; Suetsugu et 
al., 1999). Im selben Jahr wurde ein Scar-Homolog in Säugern entdeckt und „Scar“ bzw. 
„WAVE“ (WASP Familie Verprolin homologer Proteine) benannt (Machesky and Insall, 
1998; Miki et al., 1998b). Saccharomyces cerevisiae exprimiert nur ein WASP-Homolog 
Las17/Bee1p (Li, 1997; Winter et al., 1999a), während Dictyostelium und C. elegans je ein 
WASP und ein Scar/ WAVE-Homolog exprimieren (Bear et al., 1998; Ben-Yaacov et al., 
2001; Zallen et al., 2002). 
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Die Proteine der WASP-Familie haben etwa eine Größe von 65 kD und integrieren als 
Multidomänenproteine eine Vielzahl von Signalwegen. Der konservierte Domänenaufbau der 
Mitglieder der WASP/ Scar Familie ist in Abb. 1. 5 schematisch dargestellt. 
 
 
Abb. 1. 5. Proteine der WASP/ Scar Familie und deren Domänenorganisation. 
Die WASP Homologie Domäne 1 (WH1) ist in N-WASP und WASP konserviert, die drei Scar/ WAVE 
Isoformen weisen hingegen eine WAVE Homologie Domäne (WHD) auf. Die basische Domäne (B) kommt in 
allen Proteinen der WASP/ Scar Familie vor und bindet in WASP/ N-WASP F-Aktin und Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat. Die GTPase Bindedomäne (GBD) fehlt in Scar/ WAVE Proteinen, erlaubt hingegen in WASP/ 
N-WASP die direkte Bindung der kleinen GTPase Cdc42 in ihrer GTP-gebundenen Form, was zur Entfaltung 
und Aktivierung von WASP/ N-WASP führt. Die Poly-Prolin-Domäne (poly-Pro) vermittelt die Bindung an 
SH3-Domänen-enthaltenden Proteine und die Interaktion mit Profilin. Der WA-Bereich ist innerhalb der Scar/ 
WAVE Proteine konserviert, er besteht aus der Verprolin-, Cofilin-Homologie – und der sauren/„Acidic“ 
Domäne (VCA). Dieser Bereich bindet an den Arp2/3 Komplex und an G-Aktin und ist damit der Schlüssel zur 
Regulation der Aktinnukleation. Die Sterne symbolisieren Phosphorylierungsstellen, die ebenfalls eine 
Aktivierung der Proteine bewirken können (siehe Kapitel 1.6.1 & 1.6.2). 
 
 
Der C-Terminus der Proteine der WASP/ Scar Familie ist konserviert und für die Bindung 
und die Aktivierung des Arp2/3 Komplexes verantwortlich (Egile et al., 1999; Machesky et 
al., 1999; Rohatgi et al., 1999; Winter et al., 1999a; Yarar et al., 1999). Dieses Modul setzt 
sich aus der V- (Verprolin Homologie)- oder auch WH2- (WASP Homologie 2)- Domäne, in 
Richtung C-Terminus gefolgt von der kurzen C- (Cofilin Homologie oder „central“)- Domäne 
und der A- („acidic“ oder sauren) Domäne zusammen. Die V-Domäne bindet Aktinmonomere 
und ist in vielen Proteinen zu finden, die die Aktinpolymerisation regulieren (Paunola et al., 
2002). Die C- und die A-Domäne binden und aktivieren den Arp2/3 Komplex (Robinson et 
al., 2001). Das Modul aus V-, C- und A-Domäne ist die kleinstmögliche benötigte Region zur 
Bindung und Aktivierung des Arp2/3 Komplexes. Sie wird häufig umfassend als „WA“-, 
„WCA“- oder „VCA“-Domäne bezeichnet (Machesky and Insall, 1998; Machesky et al., 
1999; Rohatgi et al., 1999; Winter et al., 1999a). Zur vollständigen Aktivierung der 
Nukleation durch den Arp2/3 Komplex wird neben der WA-Domäne eines NPF aus der 
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Familie der WASP/ Scar Proteine zusätzlich noch die Interaktion mit einem Aktinfilament 
benötigt (vgl. Abb. 1. 4) (Gournier et al., 2001; Machesky et al., 1999; Volkmann et al., 
2001). 
Jedes Protein der WASP/ Scar Familie weist einen Bereich hoher Prolindichte auf, der dem 
WA-Bereich in Richtung N-Terminus benachbart ist. Diese sogenannte Poly-Prolin-Domäne 
stellt eine Interaktionsoberfläche für verschiedenste Signalwege dar, die über die Bindung 
von SH3-Domänen enthaltenden Adapterproteinen an Prolinabfolgen einen Einfluss auf die 
Aktindynamik ausüben (Higgs and Pollard, 2001; Hussain et al., 2001; McGavin et al., 2001; 
Qualmann et al., 1999; Rohatgi et al., 2001). Des weiteren bindet Profilin an diese Domäne 
und treibt damit die Aktinpolymerisation durch die indirekte Aktivierung des Arp2/3 
Komplexes oder durch die Zulieferung von Aktinmonomeren weiter voran (Suetsugu et al., 
1998). Auf die zentrale Bedeutung der Poly-Prolin-Domäne für die Regulation des ubiquitär 
exprimierten N-WASP wird im Detail in Kapitel 0 eingegangen. 
Während der C-Terminus bei den Mitgliedern der WASP/ Scar Familie homolog ist, so 
definiert die N-terminale Domäne die Zugehörigkeit zur WASP- oder Scar/WAVE- Klasse 
von Proteinen. WASP und N-WASP enthalten die WH1- (WASP Homologie 1)- Domäne, 
welche der EVH1- (Ena (Drosophila enabled)/VASP („vasidilator stimulated 
phosphoprotein“) Homologie 1)- Domäne der Ena/VASP-Protein Familie ähnelt. Scar/WAVE 
Proteine enthalten stattdessen die WHD- (WAVE Homologie) Domäne. Die WH1-Domänen 
von WASP und N-WASP interagieren mit den Prolin-reichen und Aktin-bindenden Proteinen 
der WIP-Familie („WASP interacting protein“) (Ramesh et al., 1997). Die WHD-Domäne 
von WAVE stellt dagegen eine Interaktionsoberfläche für Abi („Abelson interactor“) dar 
(Innocenti et al., 2004). Im Gegensatz zu WASP und Scar/ WAVE besitzt N-WASP ein IQ-
Motiv, welches Calmodulin binden kann (Miki et al., 1996), was eine Ca2+ gesteuerte 
Regulation von N-WASP ermöglichen könnte. Weitere wesentliche Unterschiede zwischen 
WASP und WAVE Proteinen werden in den Unterkapiteln 1.6.1 und 1.6.2 im Detail 
behandelt, wobei besonders auf die unterschiedlichen Aktivierungs-/ 
Deaktivierungsmechanismen der Proteine eingegangen wird. Denn WASP/ N-WASP liegt im 
Gegensatz zu WAVE intrinsisch autoinhibiert vor (Prehoda et al., 2000). 
 
1.6.1 WAVE 
Im Gegensatz zu WASP und N-WASP, deren genaue zelluläre Funktion inklusive ihrer 
zellulären Lokalisation bisher nicht aufgeklärt werden konnte, lokalisieren die WAVE 
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Proteine an Lamellipodien und „membrane ruffles“ und sind bedeutend für deren Bildung 
(Hahne et al., 2001; Miki et al., 1998b; Miki et al., 2000; Yan et al., 2003). Die Subfamilie 
der WAVE Proteine umfasst im Menschen und der Maus drei Isoformen. WAVE1 und 
WAVE3 werden gewebsspezifisch exprimiert (Miki et al., 1998b; Nozumi et al., 2003). 
WAVE2 wird hingegen in den meisten adulten Geweben und vielen kultivierten Zelllinien 
exprimiert. 
In Analogie zu den offenbar unterschiedlichen zellulären Funktionen von WAVE und WASP/ 
N-WASP ist ein weiterer großer Unterschied in der Regulation dieser Proteine zu finden. 
Zwar fehlt den WAVE Proteinen eine GTPase Bindedomäne (GBD), dennoch werden diese 
Proteine über die GTPase Rac reguliert. Die Aktivierung von Rac stimuliert die Formierung 
breiter Lamellipodien, an die WAVE translokalisiert, eine direkte Bindung von Rac an 
WAVE konnte aber nicht nachgewiesen werden (Miki et al., 1998b). Es sind zwei 
unabhängige von Rac gesteuerte Interaktionspartner von WAVE2 bekannt, zum einen bindet 
IRSp53 („Insulin Receptor Substrate protein“, 53 kD) über seine SH3-Domäne an die Poly-
Prolin-Domäne von WAVE2 (Miki et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde nun der 
Frage nachgegangen, ob IRSp53 eventuell auch an die N-WASP-Poly-Prolin-Domäne binden 
und bei der Aktivierung dieses Proteins der WASP/ Scar Familie eine Rolle spielen kann. 
Weitere mögliche Regulatoren von WAVE sind die mit WAVE1 in einem Komplex aus 
Rinderhirn aufgereinigten Proteine PIR121 (p53-induzierbare mRNA, 140 kD), Nap125 (Nck 
assoziiertes Protein, 125 kD), Abi2 ("abl-interactor 2") und HSPC300 ("haematopoietic stem 
progenitor cell 300", 9 kD) (Eden et al., 2002). Es wurde zunächst angenommen, dass WAVE 
durch die Dissoziation der Liganden aus dem Komplex aktiviert wird, was jedoch widerlegt 
werden konnte (Innocenti et al., 2004; Kunda et al., 2003; Rogers et al., 2003; Steffen et al., 
2004).  
Die WAVE Proteine spielen auf zellulärer Ebene sowie im Gesamtorganismus eine 
bedeutende Rolle, so ist die Deletion des WAVE2 Gens in der Maus embryonal letal 
(Yamazaki et al., 2003; Yan et al., 2003). 
 
1.6.2 WASP und N-WASP 
Auch die Proteine der WASP-Subfamilie spielen in verschiedenen Spezies eine essentielle 
Rolle bei diversen Bewegungsvorgängen sowohl in embryonalen als auch adulten Geweben. 
So wurde bei RNAi-Experimenten mit dem WASP-homologen Protein „wsp-1“ 
(„knockdown“) in Caenorhabditis elegans eine defekte Zellmigration beobachtet (Sawa et al., 
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2003). Die Deletion des ubiquitären N-WASP Gens in der Maus ist embryonal letal 
(Embryonaltag 11.5) und geht mit einer allgemeinen Entwicklungsverzögerung und einer 
gestörten Mesodermentwicklung (Lommel et al., 2001), bzw. mit Defekten in der 
Entwicklung des Neuralrohrs und des Herzens einher (Snapper et al., 2001). Eine 
Inaktivierung des hämatopoetisch exprimierten WASP Gens hingegen führt in Mäusen zu 
defekter T-Zell Proliferation und –Differenzierung (Snapper et al., 1998; Zhang et al., 1999). 
Es wurde eine massive Störung der Signalübertragung vom T-Zell-Rezeptor an das 
Aktinzytoskelett einer Zelle festgestellt. Damit ist die Zellmigration hämatopoetischer Zellen 
stark beeinträchtigt und das sogenannte „Homing“ zu den Immunzentren des Darmes, den 
Peyer´s Patches, während der Immunantwort ist gestört (Snapper et al., 2005). 
N-WASP unterscheidet sich von WASP – und allen anderen Scar/ WAVE Proteinen – durch 
eine höhere Aktivität als NPF („nucleation promoting factor“). Zwar binden die WA-Bereiche 
von N-WASP, WASP und WAVE1 mit gleich hoher Affinität an den Arp2/3 Komplex, 
jedoch ist die dadurch vermittelte Aktivierung des Arp2/3 Komplexes mit N-WASP-WA um 
70-mal, mit WASP-WA um 16-mal schneller als mit dem WA-Bereich von Scar/ WAVE1 
(Zalevsky et al., 2001b). Auf der einen Seite spricht das Vorhandensein einer zusätzlichen 
Aktin Bindungsstelle, nämlich einer zweiten V-Domäne in N-WASP für eine effizientere N-
WASP vermittelte Aktinnukleation (Yamaguchi et al., 2000; Yamaguchi et al., 2002), jedoch 
gibt es ebenso eine Studie, die keinen Effekt der zweiten V-Domäne in N-WASP auf die 
Aktinnukleation misst (Zalevsky et al., 2001b).  
 
1.6.3 Die Regulation von WASP/ N-WASP 
Wie beschrieben modulieren die Proteine WASP und N-WASP als NPF die Aktivität des 
zellulären Nukleators neuer Aktinfilamente, des Arp2/3 Komplexes. Die Regulation von 
WASP und N-WASP selbst erfolgt durch die gezielte Aktivierung dieser beiden in gleicher 
Weise regulierten Proteine. Beide Proteine liegen in vitro und in vivo in einer autoinhibierten 
Konformation vor, bei der der C-Terminus des Proteins mit zentralen Bereichen (GBD) 
interagiert (Kim et al., 2000; Miki et al., 1998a; Rohatgi et al., 1999). Eine Aktivierung wird 
z. B. durch die Bindung des Phospholipids PIP2 an der basischen Domäne (Prehoda et al., 
2000; Rohatgi et al., 2000) und die simultane Bindung der GTP-gebundenen GTPase Cdc42 
an das CRIB-Motiv (Cdc42/ Rac interaktiv bindend) in der GBD von WASP bzw. N-WASP 
bewirkt, wobei die am C-Terminus liegende Aktin- und Arp2/3 Komplex bindende WA-
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Region demaskiert wird (siehe Abb. 1. 6) (Aspenstrom et al., 1996; Higgs and Pollard, 2000; 
Miki et al., 1998a; Rohatgi et al., 2000; Rohatgi et al., 1999).  
 
 
 
Abb. 1. 6. Schema zum Modell der WASP- und N-WASP-Aktivierung. 
(A) In unstimulierten Zellen liegt N-WASP in einer autoinhibierten Konformation vor, wobei der C-Terminus 
(VCA-Bereich) mit der GBD im zentralen Teil des Proteins wechselwirkt. (B) Aufgrund externer Signale 
werden Rezeptoren aktiv, die die Signale ins Zytoplasma transduzieren. Durch die kooperative Bindung von 
aktivem Cdc42 und dem Phospholipid PIP2 an der Plasmamembran wird eine Konformationsänderung 
eingeleitet, die den C-Terminus demaskiert. Die freiliegende VCA-Domäne kann nun den Arp2/3 Komplex 
binden und aktivieren, was letztlich zur Aktinnukleation führt. Durch phosphorylierte Rezeptoren werden 
SH2/SH3-Adapterproteine (in Dunkelblau) rekrutiert und binden zusätzlich an die Poly-Prolin-Domäne von N-
WASP. Diese Interaktionen fördern die Aktinpolymerisation vermutlich durch die Unterstützung der aktiven 
Konformation von N-WASP. Modifiziert nach (Stradal et al., 2004). 
 
 
Begibt man sich bei der Betrachtung der zur Aktinpolymerisation führenden Signalwege auf 
die Stufe, die oberhalb („upstream“) von N-WASP oder auch WAVE liegt, so findet man hier 
die Familie kleiner Rho GTPasen, zu der auch Cdc42 gehört. Diese spielen in der Regulation 
der Aktindynamik eine entscheidende Rolle und bewirken die Bildung spezifischer Strukturen 
(wie Lamellipodien) bzw. sind in grundlegende zelluläre Prozesse wie die Zellmigration 
involviert (Hall, 1998; Hall and Nobes, 2000; Ridley, 2001; Tapon and Hall, 1997). GTPasen 
beschreiben einen Aktivierungs-/ Deaktivierungszyklus, wobei sie von ihrem aktiven Zustand 
mit gebundenem GTP in ihren inaktiven Zustand mit gebundenem GDP überführt werden. 
Die Hydrolyse wird durch sogenannte GAPs (GTPase aktivierende Proteine) katalysiert, die 
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GTPase ist nun im GDP-gebundenen Zustand inaktiv (Kaibuchi et al., 1999; Lamarche and 
Hall, 1994). Durch die Interaktion mit sogenannten GEFs ("GTP exchange factors"/ 
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren) dissoziiert GDP (Scita et al., 2000). GTP kann erneut 
binden und die GTPase aktivieren. Rho GTPasen tragen einen Prenylrest, der sie in der 
Plasmamembran verankert und essentiell für die Funktionalität der GTPase ist. GTPasen 
stellen hier indirekt eine Verbindung von Wachstumsfaktoren, die membranständige 
Rezeptoren binden, zum Aktinzytoskelett her (Etienne-Manneville and Hall, 2002; Hall, 
1998). Während die kleine GTPase Rho durch den Einfluss von Wachstumsfaktoren wie 
Lysophosphatidsäure die Bildung von Stressfasern herbeiführt, stimulieren die 
Wachstumsfaktoren PDGF („platelet derived growth factor") und EGF („epidermal growth 
factor“) sowie Insulin die kleine GTPase Rac, die dann den WAVE-Komplex aktiviert, so 
dass dieser die Ausbildung von Lamellipodien und „membrane ruffles“ einleitet (Nobes and 
Hall, 1995; Ridley and Hall, 1992; Ridley et al., 1992). Die kleine GTPase Rac kann aber 
auch die Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase (PIP5 Kinase) stimulieren, PIP2 zu bilden 
(Anderson et al., 1999; Hartwig et al., 1995). PIP2 kann wiederum mit diversen Aktin-
bindenden Proteinen oder wie beschrieben mit N-WASP interagieren (Kim et al., 2000; 
Raucher et al., 2000). 
Die kleine GTPase Cdc42 ist ein wesentlicher Regulator des Aktinzytoskeletts und ein häufig 
beobachteter Effekt von aktivem Cdc42 ist die Ausbildung von Filopodien (Bishop and Hall, 
2000; Nobes and Hall, 1995). Zwar ist N-WASP ein von Cdc42 angesteuertes 
Regulatorprotein, jedoch ließen sich nach Mikroinjektion von aktivem Cdc42 in N-WASP-
defekte Zellen sehr wohl Filopodien stimulieren (Lommel et al., 2001). Zwei weitere 
GTPasen Tc10 und RhoT haben ebenfalls die Fähigkeit N-WASP zu aktivieren (Abe et al., 
2003). Darüber hinaus wird die Aktivierung von N-WASP durch eine simultane Bindung des 
neu entdeckten Proteins Toca-1 („transducer of Cdc2 dependent actin assembly-1“) über seine 
SH3-Domäne an die Poly-Prolin-Domäne und über seine HR1-Region an Cdc42, was 
wiederum mit der GBD von N-WASP interagiert, beschrieben (Ho et al., 2004).  
 
Während Cdc42 N-WASP aus seiner intrinsischen Inaktivierung befreit, wird aktuell 
diskutiert, dass die Bindung von Proteinen der WIP Familie an die inhibierte Konformation 
von N-WASP diese stabilisiert (Ho et al., 2004). Die Proteinfamilie der Prolin-reichen WIP 
(„WASP interacting protein“) umfasst die Proteine WIP, WICH („WIP and CR16 
homologous protein“ oder WIRE – „WIP related“) und CR16 („Glucocorticoid Regulated 
gene 16“) und bindet an die WH1-Domäne von WASP und N-WASP (Aspenstrom, 2002; Ho 
                                                                                                                                                        1 Einleitung 
 18 
et al., 2001; Moreau et al., 2000; Ramesh et al., 1997). Der Komplex aus N-WASP und WIP 
soll in der Ausbildung von Filopodien (Martinez-Quiles et al., 2001) oder von 
Aktinschweifen an der Oberfläche von Vaccinia Virus eine Rolle spielen (Moreau et al., 
2000).  
Neben den geschilderten stehen aktuell weitere Regulationsmechanismen von WASP und N-
WASP in der Diskussion. Und zwar über die Tyrosinphosphorylierungen an Tyr291 und 
Tyr256 in der GBD von WASP durch Kinasen der Abl- („Abelson“), Btk- („Bruton´s“) und 
Src- („Sarcoma“) Familie (Caron, 2003; Cory et al., 2002; Torres and Rosen, 2003). Eine 
Phosphorylierung von Tyr291 und Tyr256 destabilisiert die Bindung der GBD zum C-
Terminus in der autoinhibierten Konformation von WASP. Eine effiziente Phosphorylierung 
von WASP ist aber nur gewährleistet, wenn aktives Cdc42 an das CRIB-Motiv gebunden ist 
(Guinamard et al., 1998). Eine Steigerung der Basalaktivität von N-WASP in vivo 
(Induzierung von „microspikes“) kann ebenfalls über eine Phosphorylierung an Tyr291 durch 
Src Kinasen vermittelt werden (Park et al., 2005). Darüber hinaus wurde postuliert, dass Src 
Kinasen eine Ubiquitinierung von N-WASP und damit letztlich die Proteolyse von aktivem 
N-WASP initiieren könnten (Suetsugu et al., 2002). Damit wäre ein geschlossener 
Regulationszyklus von WASP/ N-WASP denkbar. Die Aktivierung erfolgt über die Bindung 
von Ccd42 und PIP2, wodurch das Protein aus der Autoinhibition befreit wird. Nach der 
Phosphorylierung erfolgt laut Hypothese eine Ubiquitinierung, was die Inaktivierung durch 
Proteolyse zur Folge hätte. 
Eine weitere, konstitutive Phosphorylierung an Ser483 und Ser484 im WA-Bereich von 
WASP verstärkt um ein Vielfaches die Affinität zum Arp2/3 Komplex in vitro und ist 
außerdem notwendig für die Cdc42 abhängige Initiierung der Aktinpolymerisation des WASP 
Proteins von voller Länge (Cory et al., 2003). 
Da N-WASP autoinhibiert vorliegt, besteht eine Möglichkeit dauerhafter und effizienter 
Aktivierung von N-WASP in der Unterstützung der aktiven Konformation. Dies kann 
möglicherweise durch die Bindung von Liganden an der Poly-Prolin-Domäne erfolgen. Daher 
wird die Signalübertragung über Prolin-reiche Sequenzen im folgenden Kapitel detailliert 
beschrieben und auf die Liganden der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne genauer eingegangen.  
 
1.7 Regulation der Zellbewegung über Prolin-reiche Proteine 
In der Regulation der Aktindynamik spielen Prolin-reiche Proteine eine entscheidende Rolle. 
Zum einen werden Prolin-reiche Bereiche in Signalproteinen als Schnittstelle genutzt, um 
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Informationen, die eine Zelle von ihrer Umgebung erhält, zum Aktinzytoskelett 
weiterzuleiten. So dienen SH2/SH3-Adapterproteine als Signalüberträger von extern 
aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen zu Regulatoren des Aktinzytoskeletts, im besonderen 
zu Proteinen der WASP/ Scar Familie. Zum anderen können Prolin-reiche Proteine 
Aktinmonomere binden und stellen diese dann zur regulierten Aktinpolymerisation bereit 
(Holt and Koffer, 2001). 
Prolin-reiche Regionen in Proteinen sind die häufigsten, die im Genom sowohl von D. 
melanogaster und C. elegans codiert sind (Zarrinpar et al., 2003). Obwohl diese 
ausgestreckten, nativ ungefalteten Bereiche als Binderegionen von diversen Signalproteinen 
erkannt werden, wurde lange Zeit angenommen, dass diese Regionen lediglich die Funktion 
eines Abstandhalters in Multidomänenproteinen erfüllen. Heute ist die Wichtigkeit dieser 
Regionen allgemein anerkannt. Poly-Prolin-Regionen sind als Interaktionspartner für SH3-
Domänen (Src Homologie 3), WW-Domänen (aufgrund eines Tryptophan- Tryptophan Motiv 
benannt) und EVH1-Domänen (siehe Kapitel 0) bekannt (Dafforn and Smith, 2004).  
Die strukturelle Besonderheit der Aminosäure Prolin gegenüber allen anderen natürlichen 
Aminosäuren ist in der unüblichen Form ihrer zyklischen Seitenkette, einem geschlossenen 
Pyrrolidinring ohne freien Rest, und der damit in einer Poly-Prolin-Region einhergehenden 
konformatorischen Einschränkung begründet. Prolin-reiche Molekülregionen lassen sich in 
zwei Klassen eingruppieren. Die am häufigsten vorkommende Poly-Prolin Typ II Helix ist 
eine ausgestreckte linksgängige Helix mit drei Aminosäuren pro Umdrehung (Adzhubei and 
Sternberg, 1993). Diese Helix hat eine leicht zugängliche hydrophobe Oberfläche sowie eine 
Wasserstoffbrücken-Seite, weshalb die PPII Helices amphipatisch sind. Beide Seitenketten 
und Carbonylreste können leicht von interagierenden Proteinen „abgelesen“ werden (Siligardi 
and Drake, 1995). Die weite Verbreitung von Poly-Prolin-Bereichen in Proteinen begründet 
sich in mehreren Vorteilen gegenüber anderen Domänen. Zum einen ist das Bindemotiv sehr 
gut zugänglich, zum anderen kann ein Protein mit einem ausdehnten Poly-Prolin-Bereich 
größere Distanzen, z.B. zur Plasmamembran, überbrücken. Außerdem können in einer Poly-
Prolin-Domäne mehrere Proteine aufgrund der Platzersparnis der Bindepartner kooperativ 
binden. Darüber hinaus können die zumeist schwach-affinen Bindungen leicht gelöst werden 
und der nächste Interaktionspartner entlang der Signalkette kann relativ schnell binden 
(Dafforn and Smith, 2004). Die genannten Aspekte sind vor allem bei 
Multidomänenproteinen sinnvoll. So ist es nicht verwunderlich, dass genau in diesen häufig 
Poly-Prolin-Domänen vorkommen.  
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Auch der ubiquitäre NPF N-WASP verfügt über eine Poly-Prolin-Domäne, über deren 
Interaktionen das Protein eine Vielzahl von Signalen an den Nukleator neuer Aktinfilamente, 
den Arp2/3 Komplex, integriert weiterleiten kann. Einige der wichtigsten bekannten 
Interaktoren der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne sollen im folgenden vorgestellt werden. 
1.7.1 SH2/SH3-Adapterproteine 
SH3-Domänen sind vielleicht die am besten charakterisierten Protein-Protein-
Interaktionsmodule. SH2/SH3-Adapterproteine sind in viele Signalwege involviert. Durch die 
Bindung eines Liganden an eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase wird diese aktiv. Es kommt zur 
Rezeptor-Oligomerisierung und folgender Autophosphorylierung. Phosphorylierte Tyrosine 
im zytoplasmatischen Teil der Rezeptoren werden von SH2-Domänen in SH2/SH3-
Adapterproteinen gebunden (Anderson et al., 1990; Mayer et al., 1991), worauf die SH3-
Domänen mit Poly-Prolin Regionen in Kontakt treten (Mayer and Eck, 1995; Pawson, 1995; 
Ren et al., 1993). Die Familie der SH2- und SH3-Domänen enthaltenden Proteine, zu der 
auch Grb2 und Nck gehören, enthalten nur SH2- und SH3-Domänen und keine anderen 
Motive (Mayer and Baltimore, 1993). Sie werden daher als Adapter angesehen. 
SH3-Domänen weisen eine Homologie zur dritten homologen Region des Rous sarcoma 
Virus transformierenden Protein Src auf. Diese kleinen Domänen sind unabhängig gefaltet 
und weisen eine durchschnittliche Länge von 60 Aminosäuren auf. Die Strukturen einer 
ganzen Reihe von SH3-Domänen aus verschiedenen Spezies sind aufgeklärt - eine Auflistung 
ist (Kishan et al., 2001) zu entnehmen. Jede SH3-Domäne besteht aus zwei antiparallelen β-
Faltblättern, die zwei variable Schleifen, sogenannte „Loops“ besitzen. Diese „Loops“ 
werden RT- und n-Src-„Loop“ genannt (Musacchio et al., 1992; Ren et al., 1993). Ein 
übliches Bindemotiv für SH3-Domänen ist Prolin, x, x, Prolin „PxxP“, wobei „x“ jede 
Aminosäure sein kann. Das Bindemotiv befindet sich in einer PPII-Helix (siehe oben) und 
passt sich in hydrophobe Vertiefungen der SH3-Domäne ein (Lim et al., 1994; Yu et al., 
1994). SH3-Domänen können an Poly-Prolin-Domänen in beiden Orientierungen binden, da 
der räumliche Abstand der Aminosäureseitenketten in einer PPII-Helix Konformation immer 
gleich ist. Die Orientierungen wurden als Klasse I und II definiert (Feng et al., 1994; Lim et 
al., 1994). Flankiert eine basische Aminosäure N- oder C-terminal das PxxP-Motiv, definiert 
diese die Bindungsorientierung. Unter anderem über diese benachbarten Reste wird die 
Spezifität der Bindungsstelle gewährleistet (Yu et al., 1994). Es sind auch einige Beispiele 
von SH3-Domänen bekannt, die nicht den Consensus PxxP binden. So bindet die SH3-
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Domäne von Eps8 („epidermal growth factor substrate 8“) an das Motiv "PxxDY" (Kishan et 
al., 1997; Mongiovi et al., 1999).  
Der beschriebene Mechanismus der SH3 - Poly-Prolin Interaktion spielt in der Regulation der 
Aktindynamik eine wichtige Rolle. N-WASP wird durch die Bindung von Cdc42 aktiviert, 
dieser Prozess wird vereint mit PIP2 unterstützt (Aspenstrom et al., 1996; Carlier et al., 2000; 
Higgs and Pollard, 2000; Miki et al., 1998a; Rohatgi et al., 2000; Rohatgi et al., 1999; 
Rohatgi et al., 2001). Die SH2/SH3-Adapterproteine Nck und Grb2 können zusätzlich an N-
WASP binden, womit möglicherweise die aktive Konformation von N-WASP unterstützt 
werden kann. 
 
1.7.1.1 Grb2- ein SH2/SH3-Adapterprotein 
Das Wachstumsfaktor Rezeptor Bindeprotein Grb2 („Growth factor receptor bound 2“) ist ein 
Adapterprotein und besteht aus einer SH2-Domäne, die N- und C-terminal von je einer SH3-
Domäne flankiert wird (Chardin et al., 1995). Die SH2-Domäne bindet an spezifische 
Phosphotyrosin-Motive, wohingegen die SH3-Domänen an Prolin-reiche Motive binden. Die 
GTPase Ras wird von dem Guaninnukleotidaustauschfaktor Sos („Son of sevenless“) 
aktiviert. Der C-terminale Teil von Sos enthält mehrere Prolin-reiche Motive und bindet Grb2 
mit hoher Affinität. Dieser Grb2/Sos-Komplex vermittelt die Aktivierung von Ras als 
Reaktion auf das Binden von Wachstumsfaktoren (z.B. EGF). Die Aktivierung von Ras 
initiiert eine Signalkaskade, in der mehrere zytoplasmatische und nukleare 
Phosphorylierungen nacheinander stattfinden, was man insgesamt als den MAP Kinase-
Signalweg („mitogen activated protein“ Kinase) bezeichnet (Marshall, 1994). Letztlich wird 
durch diesen Signalweg die Zellproliferation stimuliert. Die Struktur von Grb2 wurde bereits 
1995 aufgeklärt (Maignan et al., 1995; Pawson, 1995). 
N-WASP wurde ursprünglich als neuer Bindepartner von Grb2 in Gehirnextrakten entdeckt 
(Miura et al., 1996). Die biochemische Charakterisierung der Interaktion von Grb2 mit N-
WASP wurde jedoch erst sehr viel später begonnen (Carlier et al., 2000). In in vitro 
Aktinpolymerisations-Experimenten zeigte sich dabei, dass Grb2 über die Bindung seiner 
SH3-Domänen an N-WASP die Menge an aktivem N-WASP - Arp2/3 Komplex signifikant 
erhöht und die Aktinpolymerisationsrate steigert. Bindungsstudien einzelner SH3-Domänen 
von Grb2 ergaben, dass die C-terminale SH3-Domäne von Grb2 die Interaktion mit der Poly-
Prolin-Domäne von N-WASP vermittelt (Carlier et al., 2000). 
In vivo vermag das SH2/SH3-Adapterprotein Grb2 durch seine Bindung an N-WASP 
besonders an der Oberfläche pathogener Mikroorganismen, wie etwa dem Vaccinia Virus, die 
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Aktinreorganisation zu unterstützen (Scaplehorn et al., 2002), worauf aber später noch 
genauer eingegangen werden soll. 
 
1.7.1.2 Nck - SH2/SH3-Adapterproteine 
Auch die SH2/SH3-Adapterproteine Nck1 und -2 („non-catalytic region of tyrosine kinase“) 
spielen eine tragende Rolle in der Signalkaskade, die durch Wachstumsfaktor-Rezeptoren 
eingeleitet wird. Nck dient ebenso wie Grb2 der Rekrutierung von Prolin-reichen Liganden zu 
phoshorylierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und ihren Substraten. Jedoch unterscheidet sich 
Nck hinsichtlich seiner angesteuerten Signalwege, hier überwiegt die Involvierung in die 
Regulation der Aktindynamik und damit der Zellbewegung (Li et al., 2001; Li et al., 1992). 
Die Nck Proteinfamilie wird von zwei Genen codiert - Nck1 und Nck2 - sowohl in der Maus 
als auch im Menschen. Die Proteine gleichen sich in 68% der Aminosäuren. Drosophila 
hingegen besitzt nur das Homolog Dock (Braverman and Quilliam, 1999; Chen et al., 1998; 
Coutinho et al., 2000; Tu et al., 1998). Nck Proteine sind ca. 47 kD groß und besitzen drei 
SH3-Domänen und eine C-terminale SH2-Domäne (Buday et al., 2002). 
Mehrere Studien belegen, dass Nck1 über seine SH2-Domäne an phosphorylierte EGF- und 
PDGF Rezeptor-Tyrosin-Kinasen bindet (Chou et al., 1992) und mehrfach an Tyrosinen, 
Threoninen und Serinen phosphoryliert wird (Chen et al., 2000; Li et al., 1992; Meisenhelder 
and Hunter, 1992; Park and Rhee, 1992).  
Wie bereits erwähnt binden Nck Proteine selektiv Regulatoren der Zytoskelett-
Reorganisation. Die Bindung von Nck1 durch alle seiner SH3-Domänen an die Poly-Prolin-
Domäne von N-WASP wurde von (Rohatgi et al., 2001) beschrieben. In in vitro 
Aktinpolymerisations-Experimenten mit gereinigtem N-WASP und Arp2/3 Komplex konnte 
Nck1 die Aktinnukleationsrate drastisch erhöhen. Eine weitere Stimulierung konnte durch 
Zugabe von PIP2, nicht aber von Cdc42 erreicht werden (Rohatgi et al., 2001). Deutlich 
weniger bekannt ist über die Funktion von Nck2. In Mäusen haben Nck1 und Nck2 
weitestgehend überlappende Expressionsmuster. Sie sind funktionell redundant in der 
Hinsicht, dass Mäuse mit Nck1 oder Nck2 Deletion keinen Phänotyp zeigen. Hingegen führt 
die Deletion beider Nck Gene zu embryonaler Letalität (Embryonaltag 9.5) mit deutlichen 
Defekten in der Entwicklung des mesodermalen Notochords (Bladt et al., 2003). Eine 
immortalisierte Zelllinie aus embryonalen Fibroblasten mit Nck1/Nck2 Defizienz, die auch in 
dieser Arbeit verwendet wurde, zeigte u.a. eine deutlich eingeschränkte Fähigkeit zur 
Zellmigration in sogenannten Wundheilungs-Experimenten (Bladt et al., 2003). 
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Zusätzlich zu ihrer zellulären Funktion spielen Nck Adapterproteine in der Virulenz 
bakterieller und viraler Pathogene wie dem schon erwähnten Vaccinia Virus eine bedeutende 
Rolle (Frischknecht et al., 1999b) wie in Kapitel 1.8.1 genauer beschrieben wird. 
 
1.7.2 Profilin 
Profiline sind kleine Aktin-bindende Proteine, die in allen Organismen essentiell sind, in 
denen ihre Funktion studiert wurde (Witke, 2004). Wie SH3-Domänen enthaltende Proteine 
so ist auch Profilin ein Interaktionspartner für Poly-Prolin-Regionen in Signalproteinen des 
Aktinzytoskeletts. Es bindet schwach an zumindest zehn Proline umfassende Poly-Prolin-
Bereiche (Perelroizen et al., 1994), eine hoch-affine Bindung wird jedoch durch mehrere 
Wiederholungen mit dem Konsensus „ZPPX“ vermittelt (wobei „Z“ Prolin, Glycin oder 
Alanin und „X“ jede hydrophobe Aminosäure sein kann) (Witke et al., 1998). Poly-Prolin-II-
Helices (siehe Kapitel 0) binden in eine hydrophobe Tasche Profilins, wobei aromatische 
Reste von Profilin mit Prolinen der Helix interagieren (Holt and Koffer, 2001).  
Profilin nimmt durch die Bindung von Aktinmonomeren (siehe Kapitel 0) eine Schlüsselrolle 
in der regulierten Aktinpolymerisation ein. Zunehmend setzt sich die Erkenntnis durch, dass 
Profiline aber auch in anderen zellulären Prozessen eine Rolle spielen, so etwa in Endo- und 
Exozytose und in spezifischen Prozessen neuronaler Zellen (Witke, 2004). In Säugern wurden 
mehrere Isoformen identifiziert. Profilin1 ist ubiquitär exprimiert, wohingegen Profilin2 vor 
allem in neuronalen Zellen vorkommt (Giesemann et al., 1999; Honore et al., 1993; 
Lambrechts et al., 1995; Witke et al., 1998). Profilin3 wird in der Niere und Profilin4 im 
Hoden gewebsspezifisch exprimiert (Hu et al., 2001; Obermann et al., 2005). 
Neben der Fähigkeit zur Bindung von Aktinmonomeren besitzt Profilin weitere 
Bindungsstellen für die Phosphoinositole PIP2 und IP3 (Inositol 1,4,5-trisphosphat) sowie für 
Poly-Lysin-Bereiche. Letztere koppeln Profilin an VASP („vasodilator stimulated 
phosphoprotein“), einem in Fokalkontakten und an der lamellipodialen Spitze lokalisierenden 
Protein (Reinhard et al., 1995; Rottner et al., 1999). Außerdem konnte die Lokalisation von 
Profilin an der lamellipodialen Spitze gezeigt werden (Geese et al., 2000). Zur Zeit sind 26 
weitere Liganden von Profilin in Säugerzellen bekannt (Witke, 2004), die nicht nur wie 
VASP oder WAVE in die Aktindynamik involviert sind. So finden sich unter den Liganden 
von Profilin einige prominente Proteine der Membrandynamik wie Dynamin, Clathrin und 
Annexin (Alvarez-Martinez et al., 1996; Pearson et al., 2003; Witke et al., 1998). Die 
Signalwege über Rho und Rac GTPasen sind die bedeutendsten in der Regulation der 
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Aktindynamik. Zahlreiche Profilin Liganden sind bekannte Rho- bzw. Rac-Effektoren. So 
wurde zum Beispiel die Rho-abhängige „coiled-coil“ Kinase (ROCK) als Teil eines Profilin2 
Komplexes im Gehirn identifiziert (Witke et al., 1998). 
Zwei weitere sehr wichtige Interaktionspartner von Profilin sind N-WASP und VASP. In in 
vitro Aktinpolymerisations-Experimenten verstärkte Profilin – wenn auch nicht essentiell - 
die durch Cdc42 und N-WASP induzierte Aktinnukleation (Yang et al., 2000). In vivo zeigt 
sich besonders bei der intrazellulären Motilität von Pathogenen eine entscheidende Rolle von 
Profilin (Geese et al., 2000; Grenklo et al., 2003; Mimuro et al., 2000).  
 
1.8 Bakterielle Pathogene und das Aktinzytoskelett 
Bakterielle Pathogene haben im Laufe der Evolution diverse Mechanismen entwickelt, um im 
nährstoffreichen Milieu in eukaryontischen Wirten zu parasitieren. Dabei werden sowohl 
extra- als auch intrazelluläre Nischen genutzt. Da diese Mikroorganismen unter einem starken 
Selektionsdruck stehen, haben sie sich zu Spezialisten im Verständnis komplexer zellulärer 
Systeme, besonders des Aktinzytoskeletts und dessen Regulation entwickelt. Für die meisten 
pathogenen Mikroorganismen ist das Epithelium des Darms oder der Lunge der Ort des 
Zugangs. Da diese Barrieren zur Außenwelt der Aufnahme von Nährstoffen und dem 
Gasaustausch dienen, bestehen sie aus nur einer Zellschicht („Monolayer“). Bakterien, die 
diese Barriere passiert haben, haben sich Zugang zu den Blutgefäßen und damit zum 
gesamten Organismus verschafft. Epithelzellen können durch Pinozytose und Rezeptor-
vermittelte Endozytose kleinere Partikel aufnehmen, ihre Aktin-basierte Aufnahme müssen 
Pathogene jedoch selber initiieren. Dies geschieht entweder durch die spezifische Bindung 
zellulärer Oberflächenproteine (Rezeptoren), die Signale zum Aktinzytoskelett weiterleiten 
(„Zipper“ Mechanismus) oder durch die Injektion bakterieller Effektormoleküle, die direkt 
die Aktinregulation beeinflussen („Trigger“ Mechanismus) (Rottner et al., 2005).  
Einige intrazelluläre Bakterien wie Listeria oder Shigella versuchen der Immunantwort des 
Wirtes zu entrinnen, indem sie im Zytoplasma mit Hilfe von Aktin ihre intrazelluläre 
Bewegung initiieren (Bernardini et al., 1989; Heinzen et al., 1993; Tilney and Portnoy, 1989) 
und so die direkte Ausbreitung von Zelle zu Nachbarzelle vorantreiben. Nach ihrer Invasion 
lösen diese Pathogene die Internalisierungsvakuole auf. Sie rekrutieren nun im Zytoplasma 
die zelleigene Aktinpolymerisations-Maschinerie zur Polymerisation von filamentösem Aktin 
an der bakteriellen Oberfläche (Frischknecht and Way, 2001; Goldberg, 2001; Rottner et al., 
2004; Welch et al., 1997a). Die Interaktion viraler und mikrobieller Pathogene mit der 
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Aktinpolymerisations-Maschinerie erfolgt auf verschiedenen Ebenen der zellulären 
Signalkaskade, die zur Arp2/3 Komplex-vermittelten Aktinpolymerisation führt. Der Arp2/3 
Komplex kann entweder direkt oder indirekt durch die Bindung von N-WASP rekrutiert und 
aktiviert werden. Oder aber die SH2/SH3-Adapterproteine Nck und Grb2 dienen der 
indirekten Bindung von N-WASP an die Pathogene.  
 
1.8.1 Interaktion verschiedener Pathogene mit der Aktin-Regulation 
1.8.1.1 Listeria monocytogenes 
Listeria, ein Gram-postiver Nahrungsmittelkeim, verursacht schwere Infektionen bei 
Schwangeren und immunsupprimierten Menschen. Listeria verschafft sich im Dünndarm über 
Epithelzellen den Zugang zum Wirt. Der erste Schritt in der Invasion durch den „Zipper“ 
Mechanismus wird durch die Bindung von Leucin-reichen Bereichen auf InternalinA und 
weiteren Oberflächenproteinen von Listeria an die erste Ektodomäne des transmembranen 
humanen E-Cadherins vollzogen (Schubert et al., 2002). Ein weiteres wichtiges 
Invasionsprotein ist InternalinB, welches mit c-Met, einem transmembranen Rezeptor des 
HGF („hepatocyte growth factor“) interagiert (Shen et al., 2000). Nach Rezeptorbindung 
werden Adapterproteine rekrutiert und Rho-GTPasen aktiviert, wodurch eine massive Arp2/3 
Komplex-abhängige Aktinpolymerisation ausgeführt wird (Cossart et al., 2003; Cossart and 
Sansonetti, 2004). Aktuell wird diskutiert, ob eine über N-WASP regulierte Signalkaskade die 
InternalinB vermittelte Aktinreorganisation in bestimmten Zelllinien (z.B. die humane 
Epithelzelllinie „HeLa“) bewirkt (Bierne et al., 2005). 
Nach erfolgreicher Einwanderung in epitheliale Zellen und Auflösung der Vakuole, die das 
Bakterium nach Phagozytose umgibt, induziert Listeria monocytogenes seine intrazelluläre 
Motilität. Dazu exprimiert Listeria das Oberflächenprotein ActA, welches Ena/VASP, 
Profilin, G-Aktin und den Arp2/3 Komplex direkt rekrutiert und damit die Ausbildung eines 
Aktinschweifes an seinem posterioren Pol einleitet (Domann et al., 1992; Kocks et al., 1992; 
Niebuhr et al., 1997; Skoble et al., 2001; Welch et al., 1997a; Welch et al., 1998). Der 
Aminoterminus von ActA ist dem VCA-Bereich von Proteinen der WASP/ Scar-Familie 
homolog und bindet den Arp2/3 Komplex direkt (Zalevsky et al., 2001a). Daher ist der 
Arp2/3 Komplex, nicht aber N-WASP, essentiell für die bakterielle Motilität von Listeria wie 
in einem in vitro Motilitäts-Rekonstitutionssystem und zudem in N-WASP-defekten Zellen 
gezeigt werden konnte (Loisel et al., 1999; Lommel et al., 2001; May et al., 1999; Welch et 
al., 1998). Die Rekrutierung von Ena/VASP Proteinen erfolgt über Poly-Prolin-Bereiche von 
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ActA (Niebuhr et al., 1997) und unterstützt die Aktin-basierte Bewegung von Listeria (Geese 
et al., 2002; Loisel et al., 1999; Smith et al., 1996), wenngleich gezeigt wurde, dass 
Ena/VASP Proteine nicht essentiell für diesen Prozess sind (Loisel et al., 1999). Ein weiteres 
Protein, welches nicht essentiell ist, jedoch die Aktinpolymerisation an der bakteriellen 
Oberfläche von Listeria positiv beeinflusst ist Profilin (Geese et al., 2000; Loisel et al., 1999).  
 
1.8.1.2 Weitere Pathogene, die das zelluläre Aktinzytoskelett manipulieren 
Die Gram-negativen Bakterien der Spezies Rickettsia sind obligat intrazellulär. Rickettsia 
rickettsii und Rickettsia conorii induzieren Aktinschweife auf ihrer Oberfläche (Heinzen et 
al., 1993; Teysseire et al., 1992). Die Struktur dieser Aktinschweife ist jedoch deutlich 
verschieden von jenen, die durch Shigella oder Listeria induziert werden. Während die 
Aktinschweife von Listeria und Shigella aus kleinen, kreuzvernetzten oder verzweigten 
Filamenten bestehen, induziert Rickettsia Aktinschweife aus langen parallelen Filamenten 
(Gouin et al., 1999). Die Regulation der Aktinnukleation an der bakteriellen Oberfläche von 
Rickettsia ist noch nicht aufgeklärt. Es wird aktuell eine Regulation des Arp2/3 Komplexes 
durch das bakterielle Protein RickA diskutiert, wobei für beide Proteine eine Kolokalisation 
an der Oberfläche von Rickettsia gezeigt wurde (Gouin et al., 2004). RickA verfügt über eine 
mögliche G-Aktin Bindestelle und weist zudem eine Sequenzhomologie zu der C- und A-
Domäne von Proteinen der WASP/ Scar-Familie auf. 
Das Bakterium Mycobacterium marinum verursacht vor allem in Fischen und Fröschen 
Hautinfektionen, kann aber auch gelegentlich auf einen humanen Wirt übergehen (Cosma et 
al., 2003). Bei diesem Bakterium wird WASP rekrutiert und Aktinschweife inkorporieren den 
Arp2/3 Komplex und Ena/VASP Proteine (Snapper et al., 2001; Stamm et al., 2003). 
Ein weiteres Beispiel pathogener Mikroorganismen, die ihre intrazelluläre Aktin-basierte 
Bewegung initiieren können (Kespichayawattana et al., 2000), ist mit dem humanpathogenen 
Erreger der Meliodosis/ Whitmore-Krankheit Burkholderia pseudomallei gegeben (Dance, 
1991). Für die Aktin-basierte Bewegung von Burkholderia wird der bakterielle Faktor BimA 
benötigt (Stevens et al., 2005). Außerdem ist der Arp2/3 Komplex involviert, jedoch ist seine 
Regulation ungeklärt (Breitbach et al., 2003). 
 
1.8.1.3 Vaccinia Virus 
Auch an der Oberfläche eines „cell-associated enveloped virus“, eines von einer Membran 
umschlossenen Virus kann ein Aktinschweif der Motilität dienen. Da Vaccinia Viren die 
Aktinregulation über die Plasmamembran hinweg beeinflussen können, stellt ihre 
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Aktinregulation ein Sonderfall in der Betrachtung der Signalwege von Pathogenen zum 
Zytoskelett dar. Das Vaccinia Virus ist ein mit dem Pocken-Virus Variola verwandter 
Erreger. Nach Invasion von Wirtszellen, der Replikation und dem Zusammenbau von 
Viruspartikeln werden diese entlang der Mikrotubuli zum Centrosom transportiert. Dort 
werden sie von einer Doppelmembran umhüllt und zur Plasmamembran transportiert, von wo 
aus sie Nachbarzellen infizieren können (Cudmore et al., 1995; Rietdorf et al., 2001; Smith et 
al., 2003). An dieser Stelle nutzt Vaccinia die wirtseigene Aktinpolymerisations-Maschinerie 
zur Ausbildung von Protrusionen. Dafür wird das virale Hüllprotein A36R von der Src-
Kinase phosphoryliert (Newsome et al., 2004) und ein Komplex aus WIP, Nck, Grb2 und N-
WASP wird rekrutiert (Frischknecht et al., 1999b; Moreau et al., 2000; Scaplehorn et al., 
2002). Folglich wird die Arp2/3 Komplex abhängige Aktinpolymerisation eingeleitet und ein 
Aktinschweif ausgebildet. Da Nck an der Rekrutierung des NPF N-WASP beteiligt ist, spielt 
es eine wesentliche Rolle für die Aktinschweif-Bildung von Vaccinia (Frischknecht et al., 
1999b). Das über eine zweite Phosphorylierungsstelle von A36R gebundene Grb2 ist 
entbehrlich für die Aktinpolymerisation  an der Oberfläche viraler Partikel, kann die Effizienz 
der Aktin-basierten Bewegung jedoch erhöhen (Scaplehorn et al., 2002). 
 
1.8.1.4 EPEC/ EHEC 
Die Gram-negativen Diarrhoe verursachenden bakteriellen Pathogene enteropathogene 
Escherichia coli (EPEC) und enterohämorrhagische E. coli (EHEC) verbleiben extrazellulär 
im Darmlumen für die Nährstoffaufnahme. Auch diese Pathogene vermögen es, die gezielte 
Reorganisation des Aktinzytoskeletts über die Plasmamembran hinweg herbeizuführen. Im 
Laufe der Infektion durch EPEC/ EHEC kommt es zur Ausbildung sogenannter Aktin 
„Pedestals“, aus säulenartig angeordneten Aktinfilamenten bestehenden 
Membranausstülpungen, die der Anheftung der E. coli dienen. Durch ein TypIII-
Sekretionssystem werden verschiedene Effektorproteine von EPEC/ EHEC direkt in die 
Wirtszelle sezerniert. Am besten charakterisiert ist Tir („translocated intimin receptor“), 
welches in die Wirtzellmembran inseriert wird und das bakterielle Oberflächenprotein Intimin 
bindet (Deibel et al., 1998; Kenny et al., 1997). Während Nck bei EPEC über eine 
Phosphorylierung von Tir rekrutiert wird (Campellone et al., 2002; Campellone and Leong, 
2003; Gruenheid et al., 2001; Kenny, 1999), ist dies bei EHEC nicht erforderlich für eine 
Aktinreorganisation (Gruenheid et al., 2001). Beide Tir-Proteine von EPEC/ EHEC 
stimulieren die Rekrutierung und Aktivierung von N-WASP, was bei beiden Spezies 
essentiell für die Aktin „Pedestal“-Ausbildung ist (Lommel et al., 2001; Lommel et al., 2004). 
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1.8.2 Die Rolle von N-WASP in der intrazellulären Motilität von Shigella 
Auch bei Shigella flexneri nimmt N-WASP als NPF eine essentielle Rolle in der Aktin-
basierten Bewegung des Bakteriums ein (Egile et al., 1999; Loisel et al., 1999; Lommel et al., 
2001; Millard et al., 2004; Snapper et al., 2001; Suzuki et al., 2002). S. flexneri, der 
humanpathogene Erreger der Ruhr, ist ein Gram-negatives Bakterium, welches in das 
intestinale Epithelium des Colons einwandern kann. Zur Invasion sezerniert das Bakterium 
Effektormoleküle mittels eines TypIII-Sekretionssystems direkt in das Zytoplasma der 
Zielzelle. Die injizierten Virulenzfaktoren manipulieren direkt die Regulation des 
Aktinzytoskeletts („Trigger“-Mechanismus), so dass es zu einer massiven Reorganisation des 
Plasmamembran assoziierten Zytoskeletts und letztlich zur Phagocytose von S. flexneri 
kommt (Zaharik et al., 2002). S. flexneri überwindet die epitheliale Barriere über M-Zellen 
und wandert danach von der basolateralen Seite wie beschrieben in Epithelzellen ein (Owen, 
1999; Sansonetti and Phalipon, 1999). Eine Rolle von Proteinen der WASP/ Scar-Familie 
während der Invasion von S. flexneri konnte bisher nicht gezeigt werden. Viele der in die 
Wirtszelle eingeschleusten Virulenzfaktoren manipulieren die Aktinregulation, indem sie 
direkt die GTPasen der Rho-Familie ansteuern (Cossart and Sansonetti, 2004; Mounier et al., 
1999). So bewirkt der in die Wirtszelle abgegebene Virulenzfaktor IpaC („Shigella invasion 
plasmid antigens“) die Aktivierung von Cdc42 und Rac1 bei der Invasion von Shigella, wobei 
der genaue Aktivierungsmechanismus bisher nicht aufgeklärt werden konnte (Tran Van 
Nhieu et al., 1999). Der Virulenzfaktor IpgD von S. flexneri wirkt dagegen als Phosphatase 
und könnte die Plasmamembran - Zytoskelett Verbindung während der Phagocytose 
beeinflussen (Niebuhr et al., 2002).  
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Nachdem S. flexneri aus der Internalisierungsvakuole entkommen ist, stimuliert das 
Bakterium ähnlich wie Listeria die Aktinpolymerisation direkt an der bakteriellen Oberfläche. 
Die somit bewirkte Aktin-basierte intrazelluläre Motilität erreicht Geschwindigkeiten von 10-
15 µm/ min (Goldberg and Theriot, 1995; Gouin et al., 1999). Während Listeria in der Lage 
ist, den Arp2/3 Komplex direkt über das Oberflächenprotein ActA an seine Oberfläche zur 
Aktinpolymerisation zu rekrutieren (Domann et al., 1992; Kocks et al., 1992; Niebuhr et al., 
1997; Skoble et al., 2001; Welch et al., 1997a; Welch et al., 1998), so bindet das 
Oberflächenprotein IcsA von S. flexneri den wirtseigenen NPF N-WASP (Egile et al., 1999; 
Suzuki et al., 1998). IcsA ist an einem Pol des Bakteriums akkumuliert, so dass nur an dieser 
Stelle eine durch N-WASP vermittelte Arp2/3 Komplex basierte Aktinnukleation einsetzt 
(Goldberg et al., 1993). N-WASP ist essentiell für die Ausbildung von Aktinschweifen und 
damit für die bakterielle Motilität von Shigella (Egile et al., 1999; Loisel et al., 1999; Lommel 
et al., 2001; Millard et al., 2004; Snapper et al., 2001; Suzuki et al., 2002). Die Bindung von 
IcsA an N-WASP erfolgt direkt oder indirekt über zwei unabhängige Bindungsstellen 
(Lommel et al., 2001). Eine Interaktionsfläche für das bakterielle Protein liegt in der WH1-
Abb. 1. 7. Signalkaskaden zur 
Aktinpolymerisations-Maschinerie durch 
diverse Pathogene. 
Listeria rekrutiert den Arp2/3 Komplex direkt 
über ActA. Bei  Shigella und dem Vaccinia
Virus hingegen wird der Arp2/3 Komplexes 
über N-WASP gebunden. Dabei rekrutiert 
Shigella N-WASP über IcsA. Vaccinia
rekrutiert einen Komplex aus WIP, Nck und N-
WASP an  A36R. 
PolyPro, Prolin-reiche Region; Pr, Profilin; 
KR, zentrales Lysin-Arginin-reiches Motiv; 
ABS, Aktin-bindende Sequenz; A, saure 
Region; V, Verprolin Homologie-; C, Cofilin 
Homologie-; WH1, WASP Homologie-
Domäne; CRIB, Cdc42/Rac interaktiv bindend; 
WBD, WASP bindende Domäne; NBD, Nck 
bindende Domäne; SH2, Phosphotyrosin 
bindend; SH3, Polyprolin bindend. Modifiziert 
nach (Frischknecht & Way, 2001). 
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Domäne (Suzuki et al., 2002), eine weitere in der GBD von N-WASP (Moreau et al., 2000). 
Die molekularen Details dieser Interaktionen sind bisher nicht geklärt. Eine Bindung von 
inaktivem N-WASP an IcsA führt zur Aktivierung des zellulären NPF N-WASP, so dass 
anschließend der Arp2/3 Komplex gebunden und aktiviert werden kann (Millard et al., 2004; 
Suzuki et al., 2000).  
Allerdings deuten verschiedene Studien darauf hin, dass die zusätzliche Bindung von Poly-
Prolin-Liganden von N-WASP die Aktinnukleation an der bakteriellen Oberfläche von 
Shigella entscheidend beeinflussen können. So wurde bereits mehrfach eine signifikante Rolle 
des Poly-Prolin-Liganden Profilin während der intrazellulären Motilität von Shigella 
beschrieben (Ally et al., 2004; Egile et al., 1999; Loisel et al., 1999; Mimuro et al., 2000). 
Dabei scheint die Fähigkeit von Profilin sowohl G-Aktin als auch Poly-Prolin-Bereiche von 
N-WASP binden zu können, wichtig zu sein (Mimuro et al., 2000), wobei eine weitere Studie 
andeutet, dass nur die Fähigkeit G-Aktin binden zu können bedeutend für die bakterielle 
Bewegung von S. flexneri ist (Egile et al., 1999). Eine Bindung der Poly-Prolin-Domäne von 
N-WASP in vitro durch Profilin ist bekannt. Darüber hinaus wurde die von Profilin 
vermittelte Unterstützung der Aktinnukleation in vitro Aktinpolymerisations-Experimenten 
gezeigt (Suetsugu et al., 1998; Yang et al., 2000). Auch für die SH2/SH3-Adapterproteine 
Nck und Grb2 wurde eine Interaktion mit N-WASP über die Poly-Prolin-Domäne 
beschrieben. Außerdem wurde in in vitro Aktinpolymerisations-Experimenten gezeigt, dass 
Nck und Grb2 die N-WASP-vermittelte Aktinnukleation stimulieren (Carlier et al., 2000; 
Rohatgi et al., 2001). Während eine eindeutige Lokalisation von Profilin an der Oberfläche 
von Shigella nicht gezeigt werden konnte (Mimuro et al., 2000), so kolokalisiert das 
SH2/SH3-Adapterprotein Nck mit dem bakteriellen Pol von Shigella, an dem der 
Aktinschweif gebildet wird (Moreau et al., 2000). Außerdem wurde zwar gezeigt, dass die 
Aktinschweif Formation in N-WASP-defekten Zellen nur ineffizient durch die Re-Expression 
von N-WASP ohne Poly-Prolin-Domäne rekonstituiert werden kann (Lommel et al., 2001), 
welchen Einfluss jedoch Profilin, Nck sowie Grb2 im einzelnen auf die intrazelluläre 
Motilität von Shigella haben, war noch nicht bekannt. 
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1.9 Ziel der Dissertation 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die detaillierte Analyse der Interaktionen von Profilin 
und den SH2/SH3-Adapterproteinen Nck1, Nck2 und Grb2 mit der Poly-Prolin-Domäne von 
N-WASP. Der Einfluss dieser Interaktionen auf die intrazelluläre Motilität des 
humanpathogenen Erregers der Ruhr Shigella flexneri sollte differenziert herausgearbeitet 
werden. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Materialien 
Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biolabs, Biorad, Boehringer 
Mannheim, Fluka, Höchst, LifeTechnologies, Merck, Millipore, New England Biolabs, 
Pharmacia, Promega, Riedel de Haen bezogen. Alle Substanzen haben die Reinheitsgrade 
‘p.a.’ bzw. ‘reinst’. Alle Lösungen wurden in deionisiertem Wasser angesetzt, welches mit 
einem Milli-Q-System (Millipore) aufbereitet wurde. Zellkulturmedien und Zusätze wurden 
von Gibco BRL und Sigma und Plastikzellkulturschalen wurden von Falcon, Greiner und 
Costar bezogen. 
 
2.2 Mikrobiologische Kulturen 
Escherichia coli : TG2 (Stratagene) 
XL1 blue (Stratagene) 
TOP10 (Invitrogen) 
BL21 (Stratagene) 
Shigella flexneri M90T, Serotyp 5 (freundlich z.V.g. von G. Tran Van Nhieu und P. 
Sansonetti, Institut Pasteur, Paris, Frankreich) 
Shigella flexneri M90T, Serotyp 5, GFP-exprimierend (freundlich z.V.g. von G. Tran Van 
Nhieu und P. Sansonetti, Institut Pasteur, Paris, Frankreich) 
 
2.3 Bakterienkulturmedien und Zusätze 
Alle Medien für die Bakterienkultur wurden durch Autoklavieren (30 min, 121°C) sterilisiert. 
Hitzeempfindliche Medienkomponenten und Zusätze wurden sterilfiltriert und zum 
autoklavierten Medium hinzugegeben. 
LB-Medium (‘Luria Bertani broth’):  Bacto-Trypton   10 g/l 
      Bacto-Hefeextrakt    5 g/l 
      NaCl    120 mM 
TSB-medium (‘Trypticase Soja Boullion’): TSB    30 g/l 
SOB-Medium :    Bacto-Trypton   20 g/l 
      Bacto-Hefeextrakt    5 g/l 
      NaCl    10 mM 
      KCl    2,5 mM 
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      MgCl2    10 mM 
      MgSO4   10 mM 
SOC-Medium :    SOB-Medium 
      MgCl2    10 mM 
      MgSO4   10 mM 
      Glucose   20 mM 
Die Magnesium-Salze wurden separat autoklaviert und vor Gebrauch aus einer Stammlösung 
zugesetzt.  
Agarplatten:     16 g Bacto-Agar in 1 l LB-Medium 
Nach Abkühlen des autoklavierten Agarmediums auf ca. 45°C wurden je nach Bedarf 
Antibiotika-Stammlösungen hinzugegeben (Ampicillin 100µg/ml oder Kanamycin 25 µg/ml) 
und das Medium in Petrischalen gegossen. 
 
2.4 Bakterienkulturbedingungen 
E.coli: LB-Medium 
Shigella flexneri: TSB-Medium 
Geräte:  Inkubationsschüttler (Multitron, Infors) 
  Umluft-Trockenschrank (UT6200, Heraeus) 
Die langfristige Lagerung erfolgte als Glycerinkultur bei -70°C. Dazu wurden 0,75 ml Kultur, 
welche sich in der logarithmischen Wachstumsphase befinden (2 ml Medium beimpfen, 6-8 h 
bei 37°C inkubieren), mit 0,25 ml sterilem Glycerin (87%) vermischt. 
 
2.5 Zellkultur 
2.5.1 Medien und Lösungen 
Alle Medien und Lösungen für die Zellkultur wurden sterilfiltriert (Steritop, Millipore). 
Wachstumsmedium 1: DMEM (Dulbecco´s Modifiziertes Eagle Medium), mit 1 g/l Glucose 
(Gibco), 10% FCS (Gibco), 2 mM L-Glutamin (Flow-Laboratories)     
Wachstumsmedium 2: Wachstumsmedium 1 mit Puromycin (2,5 µg/ml, Gibco) 
Wachstumsmedium 3: DMEM (Dulbecco´s Modifiziertes Eagle Medium), mit 4,5 g/l Glucose 
(Gibco), 10% FCS (Gibco), 2 mM L-Glutamin (Flow-Laboratories)     
Wachstumsmedium 4: Wachstumsmedium 3 mit Puromycin (2,5 µg/ml, Gibco) 
Wachstumsmedium 5: MEM (Minimal Essential Medium), 10% FCS, 2mM L-Glutamin, 
1mM Natriumpyruvat, 0,1mM nicht-essentielle Aminosäuren 
 
PBS (Phosphate-Buffered-Saline):  KCl  2,6  mM 
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KH2PO4 1,5  mM 
NaCl  140 mM 
Na2HPO4 8,3  mM 
pH 7,3 
Penicillin-Streptomycin-Lösung (P/S) : Penicillin 5000 U/ml 
Streptomycin 5000 U/ml 
Die P/S-Lösung wurde den Medien als Kontaminationsschutz zugesetzt (1:100). 
 
2.5.2 Verwendete Zelllinien 
 Immortalisierte embryonale Fibroblasten wurden von Stefanie Benesch, Klemens 
Rottner und Silvia Lommel (Lommel et al., 2001) hergestellt und freundlicherweise 
z.V.g:   
- aus N-WASPflox/flox Mäusen: Linie1 
- N-WASPdel/del ausgehend von deren parentalen Klonen 1: Linie 1H51 
Diese Zellen wurden in Wachstumsmedium 1 bei 32°C und 5% CO2 kultiviert. 
 B16F1 Mausmelanom (ATCC CRL-6323) 
Für diese Zellen wurde ebenfalls Wachstumsmedium 1 verwendet und die Kultur 
erfolgte bei 37°C und 7,5% CO2. 
 Immortalisierte Fibroblasten aus Nck1- und Nck2-defizienten Mausembryonen (E8.5): 
Nckdel/del  wurden freundlicherweise z.V.g. von T. Pawson (Bladt et al., 2003) 
Für diese Zellen wurde Wachstumsmedium 3 eingesetzt und die Kultur erfolgte bei 
37°C und 7,5% CO2. 
 HeLa Humanadenokarzinomepithelzellen (ATCC CCL-2). Diese Zellen wurden in 
Wachstumsmedium 5 bei 37°C und 7,5% CO2 kultiviert. 
Weitere Details zur Kultivierung der aufgeführten Zelllinien ist Kapitel 2.9 zu entnehmen. 
 
2.6 Molekularbiologische Methoden 
2.6.1 Plasmide 
pCR4-BLUNT-TOPO (Invitrogen, GenBank Accession Nr. AJ548468) 
pCR4- BLUNT-TOPO-Plasmide als Klonierungsvektoren wurden bei direkter Klonierung 
von PCR-Produkten angewendet, die mit der Pfu-Polymerase amplifiziert wurden und damit 
glatte bzw. „blunt“-Enden aufwiesen. Das PCR-Produkt kann dabei ohne Modifikationen in 
den Vektor eingefügt und mit universellen Primern sequenziert werden. 
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pEGFP- C1 / C2 / C3 (BD Biosciences/ Clontech, GenBank Accession Nr. U55763) 
pEGFP-Plasmide sind Expressionsvektoren, die zur Fusion eines zu untersuchenden Genes 
oder eines Teilstückes davon mit EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) dienen. Das 
durch Mutationen veränderte Markenprodukt EGFP (Clontech) basiert auf einem ursprünglich 
aus der Qualle isolierten Protein, welches bei Anregung mit bläulichem Licht grün 
fluoresziert. Es kann daher als Lokalisationsmarker in lebenden Zellen und Geweben 
eingesetzt werden. Die Sequenz des zu untersuchenden Proteins kann sowohl N- als auch C-
terminal an die EGFP-Sequenz fusioniert werden (siehe Abb. 2.1). 
 
 
       
 
Abbildung 2.1 Plasmid-Karten der pEGFP-C1 und -N1 Fusionsvektoren. Es sind die wichtigsten 
Abschnitte wie die Multiple cloning site (MCS), Antibiotikaresistenz, Promotor und Transkriptions-
/Replikationsstartstellen (Ori’s) dargestellt. Beim Vektor pEGFP-C1 befindet sich die MCS C-terminal, beim 
pEGFP-N1 N-terminal vom EGFP. (nach Living ColorsTM GFP Application Notes, Clontech Laboratories Ltd.). 
 
 
Nr. Konstrukt N-WASP AS-
Positionen 
Herkunft 
30 pEGFP-C1 murin N-WASP AS 1-501 Frdl. z.V.g. v. S. Lommel, 
(Lommel et al., 2001) 
42 pEGFP-C1 murin N-WASP Poly-Prolin AS 1-274 + 392-501 
Frdl. z.V.g. v. S. Lommel, 
(Lommel et al., 2001) 
- pEGFP-C1 murin N-WASP-WA AS 392-501 Frdl. z.V.g. v. S. Lommel, (Lommel et al., 2001) 
24 pEGFP-C1 murin N-WASP-5xm AS 1-501 Diese Arbeit, siehe 2.6.17 
36 
pEGFP-C1 murin N-WASP-
5xm3 AS 1-501 Diese Arbeit, siehe 2.6.17 
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47 pPUR-EGFP murin N-WASP-5xm3 AS 1-501 Diese Arbeit, siehe 2.6.13 
- pPUR-EGFP murin N-WASP ΔPoly-Prolin AS 1-274 + 392-501 
Frdl. z.V.g. v. K. Rottner, GBF, 
Braunschweig 
  Nck AS-Positionen  
53 PEGFP-C2 human Nck1-SH3-3 AS 189-257 Diese Arbeit, siehe 2.6.14 
25 pCB6-GFP human Nck1 AS 1-377 Frdl. z.V.g. v. M. Way, (Frischknecht et al., 1999a) 
26 pCB6-GFP human Nck2 AS 1-380 Frdl. z.V.g. v. M. Way (Scaplehorn et al., 2002) 
 pCB6-GFP human Nck1R308K AS 1-377, R308K Frdl. z.V.g. v. M. Way 
  Grb2 AS-Positionen  
27 pCB6-GFP human Grb2 AS 1-217 Frdl. z.V.g. v. M. Way (Scaplehorn et al., 2002) 
34 pEGFP-N1 human Profilin2 
 
AS 1-141 
 
Frdl. z.V.g. v. M. Geese  
(Geese et al., 2000) 
 
Tab 2.1 Übersicht der verwendeten GFP-Konstrukte. Deletionen bzw. die Lage im Volllängenprotein in 
Aminosäuren (AS) sind angegeben. 
 
 
pGEX-6P-1/2/3 (Amersham Biosciences, GenBank Accession Nr. U78872) 
Die pGEX – Plasmide sind für eine hohe intrazelluläre Expression von Proteinen oder 
Proteinfragmenten als Fusion mit Schistosoma japanicum GST konstruiert worden. Mit dem 
Fusionsplasmid werden BL21 Bakterien (Stratagene) transformiert. Bei BL21 handelt es sich 
um einen Stamm, der sich durch eine Defizienz bekannter cytoplasmatischer Proteasen wie 
Lon, OmpT, DegP oder HtpR auszeichnet. Demzufolge eignet er sich besonders für die 
Expression klonierter Genprodukte, die während der Reinigung empfindlich gegenüber 
Hydrolyse sind. Außerdem ist dieser Stamm optimiert für die Expression eukaryontischer 
Genprodukte. 
Die Fusionsproteine der pGEX-6P – Plasmide stehen unter der Kontrolle des lac – Promotors, 
der durch das Lactose–Analogon Isopropyl-ß-D-thiogalaktosid (IPTG) induziert wird. 
Induzierte Kulturen können für mehrere Stunden exprimieren, wonach die Zellen geerntet und 
lysiert werden.  
GST kommt natürlicherweise als 27 kDa Protein vor und wird in E.coli mit voller 
enzymatischer Aktivität exprimiert. Fusionproteine, die die komplette Aminosäuresequenz 
der GST besitzen, zeigen ebenfalls die enzymatische Aktivität der GST.  
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Die in dieser Arbeit verwendeten GST-Fusionskonstrukte sind in Tabelle 2.2 
zusammengefasst. 
Nr. Konstrukt 
 
Lage der AS im 
Volllängenprotein
Herkunft 
2 pGEX-6P-1 human Nck1-SH3-1 
 
AS 1-63 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
4 pGEX-6P-1 human Nck1-SH3-2 
 
AS 106-168 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
6 pGEX-6P-1 human Nck1-SH3-3 
 
AS 189-257 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
9 pGEX-6P-1 human Nck2-SH3-1 
 
AS 1-63 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
11 pGEX-6P-1 human Nck2-SH3-2 
 
AS 111-173 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
14 pGEX-6P-1 human Nck2-SH3-3 
 
AS 194-262 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
16 pGEX-6P-1 human Grb2-SH3-1 
 
AS 1-58 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
18 pGEX-6P-1 human Grb2-SH3-2 
 
AS 159-217 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
20 pGEX-6P-1 humanIRSp53-SH3 
 
AS 370-440 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
21 pGEX-2T human Profilin-1 AS 1-140 Frdl.z.V.g. v. Marcus Geese, 
GBF, Braunschweig 
22 pGEX-2T human Profilin-2 AS 1-141 Frdl.z.V.g. v. Marcus Geese, 
GBF, Braunschweig 
55 pGEX-6P-1 human Nck1 AS 1-377 Diese Arbeit, siehe 2.6.12 
 
Tab. 2.2 Übersicht der eingesetzten pGEX-Konstrukte. Die Proteine werden mit GST als aminoterminaler 
Anhang in E. coli BL21 exprimiert. 
 
 
pPUR-GFP (BD Biosciences/ Clontech, modifiziert von Klemens Rottner) 
Dieser Vektor vermittelt eukaryontischen Zellen eine Puromycin-Resistenz zur Selektion 
stabil exprimierender Zellpopulationen. Es besteht die Möglichkeit diesen Vektor zusammen 
mit dem gewünschten pEGFP-Konstrukt in einer Co-Transfektion einzusetzen. Alternativ 
dazu stand ein pPUR-Vektor mit EGFP-Insertion zur Verfügung. Dazu hat Klemens Rottner 
(GBF, Braunschweig) sowohl den CMV-Promotor als auch EGFP aus dem Vektor pEGFP-C6 
mit den Enzymen NsiI und DraIII herausgeschnitten, die Schnittstellen in glatte Enden 
umgewandelt und mit PvuII („blunt“-Enden) verdauten pPUR-Vektor ligiert. Die in dieser 
Arbeit eingesetzten pPUR-Konstrukte sind Tab. 2.1, die Klonierung von pPUR-EGFP N-
WASP-5xm3 ist Kapitel 2.6.14 zu entnehmen. 
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2.6.2 Oligonukleotide 
 
Nr. eingesetzt für Oligonukleotid Primer Name 5’-3’ Sequenz 
-  Sequenzierung pCR TOPO   M13 Forward  GTAAAACGACGGCCAG 
-  Sequenzierung pCR TOPO   M13 Reverse  CAGGAAACAGCTATGAC 
1  Klonierung h Nck1-SH3-1  human Nck1-SH3-1S,L EcoRI  AGC TGC GAALTTC ATG GCA GAA GAA GTG GTG 
   Klonierung h Nck1-SH3-1  human Nck1-SH3-1AS,L XhoI  AAT AGA CTCLGAG CCG AGC ACT GTT TTT CC 
2  Klonierung h Nck1-SH3-2  human Nck1-SH3-2S, L EcoRI  AA CGT GAALTTC GAC CTC AAC ATG CCC GC 
   Klonierung h Nck1-SH3-2  human Nck1-SH3-2AS, L XhoI  ATG GTC CTCLGAG AGG ACT GTC ACC TTC TTC 
3  Klonierung h Nck1-SH3-3  human Nck1-SH3-3S, L EcoRI  AT AAC GAALTTC ACT GGG CAA GTG TTG CAT G 
   Klonierung h Nck1-SH3-3  human Nck1-SH3-3AS, L XhoI  TC CAA CTCLGAG AGT TAA TGG ATT ATT CTG 
4  Klonierung h Nck2-SH3-1  human Nck2-SH3-1S,L EcoRI  ACT CCA GAALTTC ATG ACA GAA GAA GTT ATT G 
   Klonierung h Nck2-SH3-1  human Nck2-SH3-1AS,L XhoI  GAG GGA CTCLGAG CTT CAG GCT GTT CTT CCG 
5  Klonierung h Nck2-SH3-2  human Nck2-SH3-2S, L EcoRI  GAC CGC GAALTTC GAC CTC AAC ATC CCG GC 
   Klonierung h Nck2-SH3-2  human Nck2-SH3-2AS, L XhoI  TGG GGA CTCLGAG AGC CGC CTC GTC CAC CTC 
6  Klonierung h Nck2-SH3-3  human Nck2-SH3-3S, L EcoRI  GTC CAG GAALTTC TAC CCC TTC AGC TCA GTC 
   Klonierung h Nck2-SH3-3  human Nck2-SH3-3AS, L XhoI  GGA CGA CTCLGAG GGT GTA GCT TAT CTG TGG 
7  Klonierung h Grb2-SH3-1  human Grb2-SH3-1S,L EcoRI  GCA GCG GAALTTC ATG GAA GCC ATC GCC AAA T 
   Klonierung h Grb2-SH3-1  human Grb2-SH3-1AS,L XhoI  CCA CGG CTCLGAG TTT CAT TTC TAT GTA GTT C 
8  Klonierung h Grb2-SH3-2  human Grb2-SH3-2S, L EcoRI  CCA CAG GAALTTC ACA TAC GTC CAG GCC CTC 
   Klonierung h Grb2-SH3-2  human Grb2-SH3-2AS, L XhoI  TGC TTC CTCLGAG CTT AGA CGT TCC GGT TCA CG
9  nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-A S  ATT TCT GGA TCC GAA AAT GTA AAA GTG GTG 
   nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-A AS  TC TGG GAA TTC CTC TGC ATA GTT TGC AGG 
10  nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-B S  CTA GGC GGA TCC GAA AAG GTG GAG GGG CTA 
   nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-B AS  CTT CCT GAA TTC CCC TGA AAT GAG TTT CAC 
11  nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-C S  CTA AAG GGA TCC GCC TCT CCA GCA GCC AAG 
   nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-C AS  TCC AGA GAA TTC TGA ATC TTT AAG CCT CAC 
12  nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-D S  AAA ACA GGA TCC TTA GGA AAA AAA CCT GA 
   nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-D AS  GCT CGT GAA TTC GCT TAG AAG CTT TAC ATA 
13  nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-E S  TCA ACA GGA TCC GCG GCA GTG TGC CAG GTG 
   nicht eingesetzt  human Intersectin-SH3-E AS  GCT TGG GAA TTC GTC TGT GGT CAG CTT CAC 
   Klonierung h IRSp53-SH3  human IRSp53A-SH3 S  TCC ATG GGA TCC GGC CTG GAG CGC AAT GGC 
14  Klonierung h IRSp53-SH3  human IRSp53A-SH3 AS  GTG CAG GAA TTC ACT GCC ATC GCT GTC CAA G 
17-1  Mutagenese N-WASP   murin N-WASP-5xm2 R281A, S 899  CCT CCA CCC TCG GCA GGA GGA CCT C 
17-2  Mutagenese N-WASP   murin N-WASP-5xm2 R302A, S 963  CC CCT CCT GCC GCA GGA AGG GGG GC 
17-3  Mutagenese N-WASP   murin N-WASP-5xm2 R313A, S 993  CT CCC CCA CCT TCA GCA GCT CCTACT GCT 
17-4  Mutagenese N-WASP   murin N-WASP-5xm2 R326A, S 1030
 A CCT CCA CCT CCT TCT GCG CCT  
 GGT GTT GTT GTT C 
17-5  Mutagenese N-WASP   murin N-WASP-5xm2 R338A, S 1068  CG CCC CCT CCA AAC GCG ATG TAC CCT CCT C 
18  Mutagenese N-WASP  
 murin N-WASP-5xm2 R302A  
 single mut, S 962-988, AS/S 
 S:CCC CCT CCT GCC GCA GGA AGG GGG GCT C  
 AS:AGC CCC CCT TCC TGC GGC AGG AGG GGG 
19-1 
 Mutagenese N-WASP  
 murin N-WASP-5xm3 R270A,  
 R271A, S 857-900 
 GAA GCT GTT AAA AAC GAA CTC GCA GCA  
 CAA GCA CCA CCA CCA CC 
19-2  Mutagenese N-WASP   murin N-WASP-5xm3 H292A, S 932  CCT CCC CCT CCT GCT AGC TCA GGT CCT C  
19-3  Mutagenese N-WASP   murin N-WASP-5xm3 R304A, S 969  CT GCC GCA GGA GCG GGG GCT CCT CC  
20  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, S 889  AAC AGG AGG TGT AGA AGC TG 
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21  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, S 1433  TCG GCA AGA AAT GTG TGA CT 
22  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, AS 1736  GTA ACT GCT TTT CGG AAC TT 
23  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, S 1748  GCC GAC GAC AAA GGA AAT CT 
24 Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, S 1850  GAT TTT ATG GTT CAC AAG TC 
25  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, AS 2016  AAA TTA TTT AGA TCA AAA CC 
26  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, S 2259  TCC TCC TCC CCC ACC TTC AA 
27  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, AS 2404  GGC CTG AAG GTG CTG AAG AG 
28  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, AS 2479  CTG GTG GGG GCG GAG GTG GA 
29  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, AS 2609  CGG CTA TTC TGT TCC ACT TT 
30  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, AS 2644/63  ATG CCC TGT CGT ATC TGG TC 
31  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, S 918  GGA CGA CGG CAA CTA CAA GA 
32  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP, AS 1287  CAC GAA CTC CAG CAG GAC CAT G 
33  Mutagenese N-WASP  
 m N-WASP-5xm3 R304A single mut, 
AS/S 962-988 
 S:CCT GCC GCA GGA GCG GGG GCT CCT CC  
 AS:GG AGG AGC CCC CGC TCC TGC GGC AGG 
34  nicht im Rahmen  
 dieser Arbeit eingesetzt 
 Insert StrepTag in pEGFP-C1 S, AS  GTC GCC ACC ATG GTG TGG TCC CAC CCC 
 CAG TTC GAG AAG GTG AGC AAG GGC GAG  
35   Sequenzierg. pEGFP-Konstr.  pEGFP S398  GGA TAG CGG TTT GAC TCA CG 
36  Sequenzierg. pEGFP-Konstr.  pEGFP S466  GCA CCA AAA TCA ACG GGA CT 
37  Sequenzierg. pEGFP-Konstr.  pEGFP AS679  CGT CGC CGT CCA GCT CGA CCA G 
38  Sequenzierg. pEGFP-Konstr.  pEGFP AS816  GCC GTA GGT CAG GGT GGT CA 
39  Sequenzierg. pEGFP-Konstr.  pEGFP S918  GGA CGA CGG CAA CTA CAA GA 
40  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP in pEGFP AS1416  CTC GTT CTC TTG CGG GGT GA 
41  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP in pEGFP S1490  GGA ACT GTA TGT GGG CAA AG 
42  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP in pEGFP AS2351  GCG GAG GAA CAA CAA CAC CA 
43  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP in pEGFP S2646  CCA GAT ACG ACA GGG ACT TC 
44  Sequenzierg. pEGFP-Konstr.  pEGFP S658  CTG GTC GAG CTG GAC GGC GAC G 
45  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP in pEGFP S2334  TCC TCC GCC CCC TCC AAA CA 
46  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP in pEGFP AS3052  AGG GGG AGG TGT GGG AGG TT 
47  Sequenzierg. Nck-Konstr.  human Nck1 S1190  TTTTACAAGTGAACAAGGAG 
48  Sequenzierg. Nck-Konstr.  human Nck1 AS165  TTCTTCTTGATGTCCAACTC 
49  Sequenzierg. Nck-Konstr.  human Nck2 S1220  CCATCTTCACCAGCGAGCAC 
50  Sequenzierg. Nck-Konstr.  human Nck2 AS192  CGTTCTTCTTGATGTCCAGC 
51  Sequenzierg. pEGFP-Konstr.  pEGFP S 1266  CAT GGT CCT GCT GGA GTT CGT G 
52  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP AS1416  CTC GTT CTC TTG CGG GGT GA 
53  Sequenzierg. N-WASP-Konstr.  murin N-WASP AS1736  GTA ACT GCT TTT CGG AAC TT 
 
Tab. 2.2 Übersicht der verwendeten Oligonukleotide. Die Oligonukleotide sind in 5’→ 3’-Richtung 
angegeben und Restriktionsschnittstellen sind mit Pfeilen gekennzeichnet. 
 
2.6.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die PCR ist eine automatisierte Methode zur enzymatischen Amplifizierung eines DNA-
Abschnittes zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die gegenläufig an komplementäre 
DNA-Stränge binden. Dabei gelingt der Nachweis kleinster Mengen spezifischer DNA-
Sequenzen. Die PCR-Reaktion besteht aus einem wiederholten Zyklus von DNA-
Denaturierung, Primer-Hybridisierung und Primer-Extension. Im ersten Schritt wird die DNA 
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bei einer Temperatur von 94°C denaturiert. Anschließend binden die im Überschuß 
zugegebenen Primer bei einer Temperatur zwischen 50°C und 65°C an die DNA-Stränge. Bei 
der Extension bindet dann eine hitzestabile DNA-Polymerase bei einer Temperatur von 72°C 
an die 3’-OH-Primer-Enden und synthetisiert komplementäre DNA-Sequenzen. Die Anzahl 
der DNA-Moleküle verdoppelt sich mit jedem Zyklus. Die spezifische DNA-Sequenz kann 
sich um den Faktor 105-107 bei 20-30 wiederholten Zyklen vermehren. 
Bei der Auswahl der Primer ist zu beachten, dass die Differenz der Schmelztemperatur 
zwischen den eingesetzten Primern im Idealfall nicht größer als 2°C ist und bei ca. 55-65°C 
liegt. Die Anzahl der Nukleotide sollte 20-30 betragen und der GC-Gehalt bei ca. 50% liegen. 
Um eine stabile Bindung zwischen DNA und Primer zu ermöglichen, sollten die beiden 
endständigen Nukleotide Cytosin oder Guanin sein, da diese im Gegensatz zu Adenin und 
Thymin drei Wasserstoff-Brückenbindungen ausbilden. 
Allgemeiner PCR-Ansatz : DNA     0,1- 0,2 μg 
dNTP-Mix (Stratagene)       0,2 mM 
Oligonukleotid-Primer      ~0.2 µM 
10 x Pfu-Buffer (Stratagene)   5 μl 
Pfu Turbo-Polymerase (Stratagene)          2,5 U 
ggf. 5-10 % DMSO        2,5-5 µl 
H2O        ad 50 μl  
PCR-Programme: 
60-30 („Two Step“-PCR):   50-68-30:   
Klonierung: Nck1-SH3-1/2,  Klonierung: Nck1-SH3-3, Grb2-SH3-1/2, 
Nck2-SH3-1/2/3     IRSp53-SH3 
1) 94°C für 1 min    1) 94°C für 1 min 
2) 94°C für 30 sec    2) 94°C für 30 sec 
3) 68°C für 2 min    3) Gradient: 50-68°C für 30 sec 
Schritt 2-3, 30 Zyklen    4) 72°C für 30 sec 
4)72°C für 5 min    Schritt 2-4, 30 Zyklen 
5) 4°C ∞     5) 72°C für 5 min 
      6) 4°C ∞ 
Die PCR-Reaktionen wurden in einem PTC-200 Thermocycler (MJ Research, Biozym) 
durchgeführt. 
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2.6.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Restriktionsendonukleasen binden enzymspezifisch an meist palindromartig angeordnete 
Erkennungssequenzen in doppelsträngigen DNA-Molekülen und schneiden innerhalb dieser 
Erkennungssequenz die DNA durch Spaltung von zwei Phosphodiester-Bindungen. 
In Abhängigkeit von der erkannten und geschnittenen DNA-Sequenz entstehen dabei glatte 
Enden (‘blunt ends’) oder durch einen asymmetrischen Schnitt Enden mit überstehender 
einzelsträngiger DNA („sticky ends“/ „überhängende Enden“). Mit Restriktionsenzymen kann 
man DNA-Moleküle in reproduzierbare Fragmente zerlegen, die dann z.B. durch 
Agarosegelelektrophorese analysiert werden können (s. Kapitel 2.6.5). 
Es wurden Restriktionsendonukleasen der Firma Boehringer, MBI Fermentas und New 
England Biolabs mit den jeweils empfohlenen Reakionspuffern verwendet. 
Restriktionsansatz: DNA 
   10x Restriktionspuffer (Endkonzentration 1x) 
   Restriktionsenzym  2-5 U/ µg DNA 
   MilliQ-H2O   ad 15-100 µl 
Der Ansatz wurde für 2 h oder über Nacht je nach Enzym bei 37°C oder 60°C inkubiert und 
die Reaktion durch Hitzeinaktivierung bei 65°C für 20 min bzw. durch Zugabe von DNA-
Stopp-Puffer oder Aufreinigung gestoppt. Das im Stopp-Puffer enthaltene EDTA chelatiert 
für die Enzyme notwendige zweiwertig-positiv geladene Ionen, so dass die Enzyme nicht 
mehr funktionsfähig sind. 
 
2.6.5 Agarosegelelektrophorese 
Doppelsträngige, linearisierte DNA-Fragmente lassen sich entsprechend ihrer Größe in einem 
elektrischen Feld in einer Gelmatrix auftrennen. Dabei wandern die negativ geladenen DNA-
Moleküle mit einer Geschwindigkeit, die umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer 
Größe ist. Weitere Faktoren, die die Geschwindigkeit der DNA-Wanderung bestimmen, sind 
die Feldstärke des elektrischen Feldes, die Pufferbedingungen und die Agarose-
Konzentration. Das Verfahren wird sowohl zu analytischen als auch zu präparativen Zwecken 
eingesetzt. Um die DNA-Fragmente im Gel sichtbar zu machen, wird der Farbstoff 
Ethidiumbromid zugegeben, der nach Interkalation in die DNA-Moleküle unter UV-Licht 
rötlich fluoresziert. Die Länge der DNA-Fragmente kann durch den Vergleich mit einem 
DNA-Längen-Marker festgestellt werden. 
Zu 1x TAE-Puffer wurde SeaKem GTG Agarose (Biozym) bis zu einer Endkonzentration von 
0,8-2 % gegeben und in der Mikrowelle aufgekocht, bis sich die Agarose vollständig gelöst 
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hatte. Nach Abkühlen auf ca. 50°C wurde Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration von 
0,1μg/ml zugegeben und die Lösung in einen Elektrophoreseschlitten mit Kamm gegossen. 
Nach Erkalten erstarrt die Lösung zu einem Gel, welches in eine Gelkammer gelegt und mit 
1x TAE-Puffer überschichtet wurde. Der Kamm wurde entfernt und die Proben mit 1/5 
Volumen 5x DNA-Stopp-Puffer versetzt und in die Taschen pipettiert. Zusätzlich wurde ein 
Standard-DNA-Marker zur Bestimmung der Fragmentgrößen mit aufgetragen. Nach dem 
Anlegen des elektrischen Feldes wandert die negativ geladene DNA auf den positiven Pol zu. 
Die Elektrophorese erfolgt bei 50-80 V. Nach ausreichender Trennung der DNA-Fragmente 
wurde das Ergebnis photographisch festgehalten. 
5x DNA-STOPP-Puffer:  Ficoll   15% (v/v) 
EDTA   50 mM 
SDS   0,4% (w/v) 
50 x TAE-Puffer 20 μl  
Bromphenolblau 0,05% (w/v) 
Xylencyanol FF 0,05% (w/v) 
50x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA): Tris-Base 2 M  (pH 7,5) 
Na-Acetat 1 M 
EDTA  50 mM 
DNA-Marker: SmartLadder (Eurogentec, UK) 
Geräte : Gelkammer und Spannungsquelle (Bio Rad) 
 
2.6.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten 
Der PCR-Ansatz oder Restriktionsansatz wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, die 
entsprechende Bande aus dem Gel in einem möglichst kleinen Volumen ausgeschnitten und 
das DNA-Fragment mit dem „QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen) aus dem Gel eluiert 
und aufgereinigt. Waren die aufzureinigenden DNA-Fragmente kleiner als 500 bp, wurde 
alternativ das „QIAquick MinElute Purification Kit“ (Qiagen) verwendet. 
 
2.6.7 Dephosphorylierung von Vektor-DNA 
Eine Religation eines durch Restriktionsenzyme geschnittenen Vektors wird durch 
Behandlung mit alkalischer Phosphatase verhindert. Das Enzym spaltet die Phosphatgruppe 
an den 5’-Enden des Vektors ab. Nur der Einbau eines phosphorylierten ’Inserts’ ermöglicht 
dann das Schließen des Vektors. 
Enzym : CIAP-Calf Intestine Alkalische Phosphatase (Roche) je 1 µl pro Ansatz 
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Der Ansatz wurde für 5 min bei 37°C („sticky ends“) bzw. 5 min bei 50°C („blunt ends“) 
inkubiert. 
Anschließend wurde die dephosphorylierte DNA mit dem „QIAquick PCR Purification Kit“ 
aufgereinigt bzw. die DNA gelelephoretisch aufgetrennt und aus dem Gel aufgereinigt. 
 
2.6.8 Ligation von DNA 
Bei der Ligation wird der dephosphorylierte Vektor mit einem DNA-Fragment durch eine T4-
DNA-Ligase verbunden. Die Ligase katalysiert dabei die Bildung von 
Phosphodiesterbindungen zwischen den benachbarten 3´-OH- und 5´-Phosphat-Enden. Der 
Vektor, sowie das zu inserierende DNA-Fragment, wurden vorher mit den selben oder mit 
kompatiblen Restriktionsendonukleasen geschnitten. Die „Insert“-DNA wird bei kleinen 
Fragmenten im Überschuß gegenüber der Vektor-DNA zugegeben. 
Ligationsansatz: Vektor-DNA   25 ng 
’Insert’-DNA    3-fache molare Menge der Vektor-DNA 
10 x Ligase-Puffer  2,0 µl   (Boehringer) 
T4-DNA-Ligase  1-2 U    (Boehringer) 
PEG 4000 50%(w/v)  2,0µl 
H2O    ad 20 µl 
Die Inkubation erfolgte in Eiswasser, das sich über Nacht bis auf RT erwärmte und somit 
einen Temperaturgradienten durchlief, anschließend wurde direkt in E.coli (TG2 oder 
TOP10) transformiert. 
 
2.6.9 Herstellung kompetenter Escherichia coli 
Vor der Transformation müssen die Bakterienzellen in einen für die Aufnahme von Plasmid-
DNA „kompetenten“ Zustand überführt werden. Hierbei wird die Bakterienoberfläche durch 
sequentielle Waschschritte mit unterschiedlicher Salzkonzentration derart destabilisiert, dass 
durch einen Hitzeschock transiente Poren in der Membran entstehen können. Durch diese tritt 
die angelagerte Fremd-DNA in das Cytoplasma ein.  
Ausgehend von einer Übernachtkultur wurden E. coli TG2 Bakterien 1:100 auf 300ml LB-
Medium (incl. 1 M MgCl2*6 H2O und 0,9 M MgSO4*7 H2O) überimpft und bis zur frühen 
log-Phase - bis zu einer OD600 = 0,4-0.6 – wachsen gelassen. Nach der Zentrifugation (5 min 
bei 5500 rpm) wurde das bakterielle Pellet in TFB1 resuspendiert und auf Eis für 5 min 
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Bakterien in 12 ml TFB2 resuspendiert 
und 60 min auf Eis gehalten und anschließend portioniert bei –70°C gelagert. 
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TFB1: 30 mM Kalium-Acetat  TFB2: 10 mM MOPS, pH 6,5 
 10 mM CaCl2     75 mM CaCl2 
 50 mM MnCl2     10 mM RbCl 
 100mM RbCl     15% Glycerin 
15% Glycerin  pH 5,8 mit 1 M Essigsäure einstellen 
pH 6,5 mit 1M KOH einstellen 
Die Lösungen wurden sterilfiltriert und bei RT aufbewahrrt. 
 
Eine andere Möglichkeit den Kompetenzzustand von E.coli herbeizuführen besteht darin, 
Bakterien aus der frühen log-Phase mit CaCl2 zu inkubieren. Eine Übernachtkultur von E. coli 
XL1 blue bzw. TOP10 wurde dazu in 100 ml SOB-Medium 1:50 verdünnt, bei 37°C bis zu 
einer OD600 = 0,5 inkubiert und durch Zentrifugieren geerntet (5000 x g, 10 min, 4°C). Das 
Pellet wurde in 20 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert und für 20 min auf Eis 
inkubiert. Nach nochmaliger Zentrifugation der Zellen (5000 x g, 10 min, 4°C) wurden diese 
in 1 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-Lösung aufgenommen und für 3 h auf Eis inkubiert. Die CaCl2- 
kompetenten Zellen wurden nach Zugabe von 10 % (v/v) Glycerin aliquotiert und bei -70 °C 
eingefroren und gelagert. 
 
2.6.10 Transformation von Escherichia coli 
Transformation bezeichnet das Einbringen von Plasmid-DNA in „kompetente“ E.coli. Dabei 
werden die zu transformierende Plasmid-DNA mit den kompetenten Bakterien gemischt. Die 
angelagerte DNA gelangt durch transiente Poren in der im Kompetenzzustand destabilisierten 
Membran ins Cytoplasma des Bakteriums. Durch anschließende Kultur auf 
Selektivmediumplatten erhält man die Kolonien, die durch das transformierte Plasmid eine 
Antibiotikaresistenz erhalten haben. 
100 µl kompetenter E. coli-Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut, mit 10-100 ng Plasmid-
DNA versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde ein Hitzeschock bei 42°C 
für 30s durchgeführt, was die Aufnahme der DNA bewirkt. Dann wurden 250 µl SOC-
Medium zugegeben und 1 h unter Schütteln bei 37°C inkubiert (nur bei Kanamycin-
Resistenz). Nach der Inkubation wurden die transformierten Bakterien auf Agarplatten mit 
Selektivmedium ausplattiert und ü.N. bei 37°C inkubiert. Die entstehenden Einzelkolonien 
wurden in 2,5 ml Medium kultiviert und die Plasmid-DNA zur Kontrolle gereinigt und z.B. 
durch Restriktionsverdau analysiert. 
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2.6.11 Klonierung in pCR4- BLUNT-TOPO 
Um PCR-Fragmente ohne Modifikation in einen Vektor zu einzubringen, wurden sie in den 
Vektor pCR4-BLUNT-TOPO (Invitrogen, s. Abb. 2.1) kloniert. Die linearisierten TOPO-
Vektoren verfügen über das kovalent gebundene Enzym Topoisomerase I aus Vaccinia an 
beiden 3´-Enden. Topoisomerase I bindet doppelsträngige DNA an spezifischen 
Erkennungssequenzen und führt letztlich zur kovalenten Bindung des PCR-Produktes und zur 
Abspaltung des Enzyms. Dabei unterbricht ein PCR-Fragment den ORF (‚open reading 
frame’) des LacZ-Gens und macht es dadurch funktionslos. Bakterien, die nur den religierten 
Vektor enthalten, exprimieren dagegen ein funktionfähiges LacZ. Zusammen mit genomisch 
kodierten Proteinen setzt es das im Medium enthaltene X-Gal (nach Induktion mit IPTG) zu 
einem blauen Farbstoff um, der die Kolonien kennzeichnet. In der Regel reichte eine 
Antibiotika-Selektion positiver Klone aus, so dass die Möglichkeit der beschriebenen 
Blau/Weiß-Selektion nicht genutzt wurde. 
Mit Pfu-Polymerasen synthetisierten DNA-Fragmente zeichnen sich wie schon beschrieben 
durch das Vorhandensein von glatten Enden aus. Der linearisierte pCR4-BLUNT-Vektor ist 
für diese PCR-Produkte konzipiert, da er ebensolche Enden besitzt. 
Ligationsansatz: H2O    1,5 µl 
PCR-Produkt   0,5 µl 
Salt Solution (Invitrogen) 0,5 µl 
TOPO Vektor (Invitrogen) 0,5 µl 
5-30 min, RT 
0,4 µl des Ligationsansatzes wurden in 10 µl kompetente E.coli TOP 10 transformiert (s. 
Kapitel 2.6.11). 
 
2.6.12 Klonierung in pGEX-6P-1/2/3 
Die Einzel-SH3-Domänen von Nck1, Nck2 und Grb2 wurden durch PCR aus den 
entsprechenden pCB6-GFP-Konstrukten (freundlicherweise z.V.g. von M. Way, Cancer 
Research, London, UK) mittels Primern, welche Schnittstellen für die Restriktionsenzyme 
EcoRI und XhoI in das Produkt einführten, amplifiziert. Anschließend wurden die PCR-
Fragmente in pCR4 TOPO-Vektoren kloniert (siehe 2.6.12). Eine Ligation von EcoRI- und 
XhoI-geschnittenen PCR-Fragmenten mit dem ebenso behandelten pGEX-Vektor (Amersham 
Biosciences) erbrachte kein Ergebnis. So wurden die entsprechenden Fragmente aus den 
pCR-Konstrukten mittels EcoR/XhoI herausgeschnitten und mit ebenso geschnittenem 
pGEX-6P1-Vektor ligiert. Bei der Klonierung der Einzel-SH3-Domäne von IRSp53 wurde als 
Template das pXJ40-HA-IRSp58-Konstrukt (freundlicherweise z.V.g. von Sohail Ahmed, 
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Glaxo-IMCB Group, Institute of Molecular and Cell Biology, Singapore) zur Amplifikation 
in der PCR verwendet und anschließend ebenso wie bei den übrigen SH3-Domänen 
verfahren. 
Um rekombinantes Nck1-Volllängenprotein als GST-Fusionsprotein in E.coli BL21 zu 
exprimieren, wurde das Konstrukt pCB6 GFP-Nck1 (s.o.) mit der Restriktionsendonuklease 
BsrGI einfach geschnitten. Das 5´-überhängende Ende wurde durch eine „Bluntreaktion“ mit 
dem Großen („Klenow“-) Fragment der DNA-Polymerase I in ein glattes Ende umgewandelt 
(siehe 2.6.16). Nach Aufreinigung der DNA wurde das Insert mit dem Enzym EcoRI komplett 
herausgeschnitten. Der Vektor pGEX-6P-1 wurde mit BamHI geschnitten, diese Schnittstelle 
wurde ebenfalls in ein glattes Ende überführt und nach Aufreinigung mit EcoRI verdaut, es 
schloss sich eine Vektordephosphorylierung vor der Ligation an. 
 
2.6.13 Klonierung in pPUR-EGFP 
In den von Klemens Rottner modifizierten Vektor wurde das N-WASP-5xm3-Konstrukt 
eingebaut, wobei die Enzyme MluI und BstXI zum Verdau des Insert- bzw. Zielvektors 
eingesetzt wurden. 
 
2.6.14 Klonierung in pEGFP-C2 
Die Einzel-SH3-Domäne von Nck1 wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und XhoI aus 
dem entstprechenden pGEX-Nck1-Konstrukt herausgeschnitten. Da die Enden, die durch das 
Schneiden mit XhoI bzw SalI entstehen, kompatibel zueinander sind, konnte der Zielvektor 
pEGFP-C2 mit EcoRI und SalI geschnitten werden und mit dem Insert ligiert werden. 
 
2.6.15 Bluntreaktion zur Erzeugung glatter Enden geschnittener DNA 
In den Fällen, bei denen ein Verdau der Insert-DNA und der des Zielvektors mit gleichen 
Enzymen nicht möglich ist, bietet es sich an, mit Enzymen zu verdauen, die glatte Enden 
produzieren, so dass auch unterschiedliche Schnittstellen miteinander ligierbar sind. Nicht 
immer sind aber Schnittstellen von solchen Enzymen an gewünschter Position vorhanden. Für 
diesen Fall gibt es die Möglichkeit 5´-überhängende Enden mit dem Großen (Klenow-) 
Fragment der Polymerase I aufzufüllen bzw. 3´-überhängende Enden abzuschneiden 
(„Bluntreaktion“). Das Große (Klenow-) Fragment ist ein proteolytisches Produkt der DNA 
Polymerase I aus E.coli, welches weiterhin zwar Polymerisations- sowie 3´-5´-Exonuklease-
                                                                                                                          2 Material und Methoden 
 47 
Aktivität besitzt, dem jedoch die 5´-3´-Exonuklease-Aktivität fehlt. Diese Eigenschaften 
wurden in einem Enzym vereint, indem auf genetischer Ebene die 5´-3´-Exonuklease-
Domäne des E.coli PolA-Gens durch das Maltose Bindeprotein (MBP) ersetzt wurde. Beim 
Aufreinigungsprozess wird das Klenow-Fragment vom MBP abgeschnitten, so dass das 
resultierende Fragment zu einem konventionell generierten Klenow Fragment identische 
amino- und carboxyterminale Enden besitzt.  
Bluntreaktionsansatz: 10x REact® 2 Buffer  3µl 
   0,5 mM dNTP Mix  1µl 
   DNA    1µg 
   Klenow-Fragment  1µl/0,5U 
   Mit H2O auffüllen auf 30µl 
Dieser Ansatz wurde bei Raumtemperatur für 15 min inkubiert und anschließend aufgereinigt, 
um die Reaktion zu beenden. 
 
2.6.16 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli 
Minipräparation 
Zur Isolierung analytischer Plasmidmengen wurde die Plasmid-DNA über eine 
Fiberglasmatrix des GFX Micro Plasmid Prep Kits (Amersham Pharmacia Biotech) laut 
Herstellerangaben aufgereinigt. 
 
Maxipräparation 
Für die Plasmidisolierung im präparativen Maßstab wurde die Plasmid-DNA nach QIAGEN 
Plasmid Maxi Protocol (Qiagen) mit QIAgen-tip 500 über eine Anionenaustauschersäule 
aufgereinigt. Die isolierte DNA wurde bei –20°C in 10mM Tris-CL, pH 8.5gelagert. 
Photometrische Quantifizierung von DNA 
DNA zeigt bei einer Wellenlänge von λ = 260 nm ein Absorptionsmaximum. Zur 
Bestimmung der Konzentration wird ein Aliquot der DNA-Lösung so mit Wasser verdünnt, 
dass die Extinktion der Lösung bei λ = 260 nm im linearen Bereich (OD260=0,1-1,0) liegt. 
Nach Messung der optischen Dichte kann die Konzentration der Lösung bestimmt werden, 
dabei entspricht 1 OD260 einem Gehalt von 50 µg/ml an doppelsträngiger DNA. Zur 
Berechnung gilt daher: (OD260 x Verdünnungsfaktor x 50) / 1000 = cDNA [µg/µl]. 
Gerät: Gene Quant II (Amersham Pharmacia Biotech) 
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2.6.17 Mutagenese 
In die charakterisierten Bindemotive für SH3-Domänen in der Poly-Prolin-Domäne von N-
WASP wurden mit Hilfe des QuikChange® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) 
durch Einführen mehrerer Punktmutationen Aminosäureaustausche herbeigeführt.  
Zunächst wurden bei der N-WASP5xm-Mutante in dem fünffach vorkommenden P5XR-
Motiv die basischen Arginine gegen ungeladene Alanine ausgetauscht: R281A, R302A, 
R313A, R326A, R338A. In einer weiteren Mutante N-WASP5xm3 wurden zusätzlich an drei 
Bindemotiven flankierende basische Aminosäuren durch Alanine ersetzt: R270A, R271A, 
H292A, R304A. 
Das Prinzip der ‚Site-directed mutagenesis’ besteht aus spezifischen Primern, die die 
entsprechende Mutation enthalten, einer PCR mit der PfuTurbo® DNA Polymerase und 
anschließendem Verdau der Ausgangs-DNA ohne Mutation mit der Endonuklease DpnI. 
DpnI erkennt dabei spezifisch die durch E.coli methylierte Ausgangs-DNA, aber nicht die 
neusynthetisierte und nicht methylierte DNA mit der gewünschten Mutation. Nach PCR und 
DpnI-Verdau wurde der Ansatz dann wie unter 2.6.10 beschrieben in E.coli transformiert. Die 
eingefügten Mutationen wurde durch Sequenzierung überprüft. 
 
2.6.18 DNA-Sequenzierung 
Die von Sanger entwickelte Methode zur enzymatischen Sequenzierung von DNA-
Fragmenten basiert auf der Verwendung von Dideoxynukleotiden als Analoga zu den 
Deoxynukleotiden. Durch den zufälligen Einbau der Dideoxynukleotide mittels PCR kommt 
es zum Kettenabbruch der DNA-Synthese, da durch das Fehlen des notwendigen 3´-OH-
Endes die Ausbildung der nächsten Phosphodiesterbindung verhindert wird. 
Die vier verwendeten Dideoxynukleotide sind mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen 
markiert, so daß die Fragmente bei Anregung mit einem Laserstrahl unterschiedliche 
Emissionsspektren aufweisen und unterschieden werden können. Das entstandene DNA-
Gemisch wird gelelektrophoretisch aufgetrennt und per Laseranregung in einem 
computergestützten, automatischen Verfahren die Nukleotidsequenz der DNA ermittelt. 
Zur Sequenzierung wurde der ABI PRISM® Sequencing Kit ‘Big DyeTM Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction’ (PE Applied Biosystems) verwendet. 
Reaktionsansatz : DNA   0,5 µg 
Primer   3,2 pmol 
   Big Dye  2,0 µl 
   5x Sequ. Buffer 2,0µl 
H2O   ad 10µl 
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PCR-Programm : 1) 96°C für 30 sec 
2) 96°C für 30 sec 
   3) 50-55°C für 15 sec 
  4) 60°C für 4 min 
Schritt 2-4, 25 Zyklen 
5) 4°C ∞ 
Die Analyse der fluoreszent markierten DNA-Fragmente wurde von der Firma GATC 
Biotech AG in ‚single-read’ Genauigkeit übernommen. Zur Auswertung und Bearbeitung der 
Sequenzen wurde das Programm VectorNTI (Invitrogen) verwendet. 
 
2.7 Biochemische Methoden 
2.7.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
verwendete Puffer und Lösungen : 
Acrylamidlösung : 30% (w/v) Acrylamid 
   0,8% (w/v) N,N-Methylenbisacrylamid 
Es wurde die fertige Stammlösung Rotiphorese Gel 30 (Roth) verwendet. 
Sammelgel (5%) :  1,1 ml H2O 
    500 µl 0,5M Tris-HCl, pH 6,8 
   330 µl Acrylamidlösung 
     20 µl 10% SDS-Lösung 
       5 µl TEMED 
       7 µl 25% (w/v) Ammoniumpersulfatlösung (APS) 
Trenngel :  10%  12%   
   2,4 ml     3 ml  H2O 
   1,5 ml  1,5 ml  0,5M Tris-HCl, pH 6,8 
      2 ml  2,4 ml  Acrylamidlösung 
    60 µl   60 µl  10% SDS-Lösung 
      8 µl     8 µl  TEMED 
        8 µl     8 µl  25% APS 
Elektrophoresepuffer :   25  mM Tris-Base 
    192  mM Glycin 
    0,1% (w/v) SDS 
4x Probenpuffer :     4  ml   10% (w/v) SDS-Lösung 
   2,3  ml   H2O 
      4  ml   Glycerin 
   600 µl   0,5M Tris-HCl, pH 6,8 
   400  µl   2-Mercaptoethanol 
   200  µl   5% (w/v) Bromphenolblau 
Für die SDS-PAGE wurden Minigelapparaturen (Biometra) mit 1mm dicken ‘Spacern’ 
verwendet. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben mit ¼ Volumen 4x 
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Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C aufgekocht. Als Molekulargewichtsmarker dienen 
ein 10 kDa-Marker (Fermentas) oder ein vorgefärbter 10-180 kDa-Marker (Fermentas). 
Für die Fokussierung im Sammelgel wurde eine Spannung von 120 V angelegt. Zur 
Auftrennung der Proben im Trenngel wurde die Spannung auf 180 V erhöht. Das Gel wurde 
anschließend mit Coomassie gefärbt oder für einen Western Blot verwendet. 
 
2.7.2 Coomassie-Färbung 
Das Gel wurde ca. 30 min in der Färbelösung geschwenkt, anschließend kurz mit Wasser 
gespült und solange entfärbt, bis die Proteinbanden deutlich wurden. 
Coomassie-Färbelösung : 0,1% (w/v) Coomassie Brillant Blue R250 (Serva) 
    25% (v/v) Isopropanol 
    10% (v/v) Essigsäure 
    65% (v/v) H2O 
Coomassie-Entfärber : 10% (v/v) Essigsäure 
    40% (v/v) Methanol 
    50% (v/v) H2O 
 
2.7.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Zur photometrischen Bestimmung der Protein-Konzentration wurde die Absorption einer 
Probe bei 280 nm gegen den Puffer, in welchem sich das Protein in Lösung befindet, 
gemessen. Die gemessene optische Dichte (OD) wird mit dem Faktor 0,8 multipliziert, um die 
Proteinkonzentration in mg/ml zu erhalten: OD280 = 1,0 = 0,8 mg/ml = cProtein . 
 
2.7.4 Expression und Reinigung von GST-Fusionsproteinen 
Durch die Methode der Expression von Protein-Fragmenten als Fusionsproteine mit GST 
(Glutathion-S-Transferase) in E.coli können große Mengen eines Proteins in kurzer Zeit und 
mit geringem Aufwand produziert werden. Die Expressionsvektoren, die für die Konstruktion 
benutzt werden, stellen alle notwendigen Sequenzen, wie Translationsstart- und 
Terminationssequenzen, für die Expression zur Verfügung und beinhalten induzierbare 
Promotoren, da eine Überexpression heterologer Proteine mit dem Wachstum der Bakterien 
interferieren kann. Infolge des induzierbaren Promotors kann der Expressionsstamm bis zu 
einer bestimmten Dichte wachsen, bevor die Expression induziert wird. Somit wird die 
Wachstumsphase der Bakterien von der Expressionsphase getrennt.  
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Der auf dem Vektor kodierte Proteinanhang trägt zur Stabilisierung des exprimierten 
Fusionsproteins bei. Außerdem wird er für eine Einschritt-Reinigung genutzt, wobei entweder 
das Fusionsprotein komplett erhalten bleibt oder der Fusionsanhang durch eine Protease 
spezifisch abgeschnitten wird. 
Das Glutathion-S-Transferase (GST) Fusions-System ist ein System für die Expression, 
Reinigung und Detektion von Fusionsproteinen, die in E.coli produziert werden und wurde in 
dieser Arbeit für die Expression von verschiedenen Konstrukten verwendet. 
 
20-50 ml einer Übernachtkultur von BL21-Bakterien (Stratagene), die mit dem 
entsprechenden pGEX-6P-Plasmid transformiert wurden, wurden in 500ml- 1 l LB-Medium 
mit 50 µg /ml Ampicillin aufgenommen und bei 37°C und 180 rpm bis zu einer OD600 von 
0,5-0,6 kultiviert. Dann wurden 0,1 mM (Endkonzentration für Profilin) bzw. 1 mM 
(Endkonzentration für Nck-, Grb2-, IRSp53-SH3) IPTG (1 M Stocklösung) zur Induktion des 
GST-Fusionsproteins zugegeben.  
Der Ansatz wurde 2h bei 37°C bzw. 4h bei 37°C (nur Profilin) und 180 rpm inkubiert. 
Anschließend wurde die Kultur zentrifugiert (10 min, 6500*g, 4°C). Das Pellet wurde 
entweder bei –20°C eingefroren oder sofort in 10 ml kaltem PBS resuspendiert. Die 
Suspension wurde pro 10 ml mit einer Tablette Complete MiniTM Protease Inhibitor mit 
EDTA (Roche) und 5µl Benzonase (hat die Funktion einer DNAse) versetzt. Mit Hilfe der 
French Press (Sopra, Deutschland) wurden die Bakterien zweimal bei 1200 – 1500 psi 
aufgeschlossen. Das Lysat wurde zentrifugiert (60 min bei 16500*g, 4°C) und das Sediment 
bis auf eine geringe Probe verworfen. Zur Verlaufskontrolle wurden ebenso Proben vor und 
nach der Induktion und aus dem Lysat-Überstand mittels SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.7.1) 
analysiert. 
 
Reinigung der GST-Fusionsproteine 
GST-Fusionsproteine sind leicht durch Affinitätschromatographie mittels Glutathion 
Sepharose 4 B (Pharmacia Biotech) aus dem Bakterienlysat zu reinigen. Glutathion ist 
aufgrund von Epoxy-Aktivierung an Sepharose 4 B durch Kopplung an die Oxiran – Gruppe 
gebunden. Da die Struktur von Glutathion komplementär zur Bindungsseite der Glutathion-S-
Transferase (GST)-Bindungsstelle ist, können Fusionsproteine schon durch einen einzigen 
chromatographischen Schritt bis zu 90 % gereinigt werden. 
Das klare Lysat wurde nach Aufschluss und Zentrifugation direkt auf die äquilibrierte Säule 
gegeben. Der Säulendurchlauf wurde zur späteren Analyse aufbewahrt. Nach Bindung des 
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Fusionproteins an die Matrix, wurde diese gewaschen, um alle unspezifisch gebundenen 
Proteinen zu entfernen. 
Das Fusionsprotein wurde mit 10mM reduziertem Glutathion (GSH, Sigma) in 50ml 50mM 
Tris-HCl, pH8,0 von der Säulenmatrix eluiert und je zweimal in 1l PBS über Nacht dialysiert. 
Für „pull down“-Experimente wurde das Fusionsprotein anschließend an Sepharose 
gekoppelt, portioniert in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –70°C gelagert. 
Alternativ wurde das Fusionsprotein direkt vor dem Experiment in großem Überschuss von 
200 µg Protein/ 100 µl Gluthathion Sepharose für eine Stunde gekoppelt.  
 
2.7.5 „Protein Overlay Assay“ auf immobilisierten Peptiden 
Zur Charakterisierung von Bindemotiven in der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP für SH3-
Domänen von Nck1, Grb2, IRSp53 sowie das Profilin-Volllängenprotein wurden die Poly-
Prolin-Domäne umfassende Peptid Scans eingesetzt. Ein Peptid Scan besteht aus einer 
derivatisierten Cellulosemembran, auf der 15 Aminosäuren umfassende Peptide in „Spots“ 
(Durchmesser ~3mm) immobilisiert sind. Peptidsequenzen benachbarter Spots sind in neun 
Aminosäuren identisch, so dass die Sequenz von Spot zu Spot um jeweils drei Aminosäuren 
voranschreitet. Die Peptid Spot Synthese wurde wie beschrieben (Frank and Overwin, 1996) 
mit der SPOT Technik mit einem Abimed ASP 222 Automated SPOT Roboter (Intavis 
Bioanalytic Instruments AG, Köln) durchgeführt. 
Unterschiedlich gestaltete Peptid Scans wurden in „Protein-Overlay“ Versuchen mit 
einzelnen GST-fusionierten Bindepartnern der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP 
überschichtet und anschließend mehrfach mit TBS-T gewaschen. Die gebundenen Proteine 
wurden in einer Immunfärbung mit HRP-gekoppelten α-GST-Antikörpern mit anschließender 
Chemolumineszenzreaktion analog zum Vorgehen bei Immunoblots detektiert. Das sich somit 
ergebende Bindemuster auf dem Peptid Scan erlaubt Rückschlüsse auf vorhandene 
Bindemotive in der Poly-Prolin-Domäne für die überschichteten Proteine. 
200µg/ml der gereinigten rekombinanten Einzel-SH3- Domänen von Nck1, Grb2 und IRSp53 
wurden als GST-Fusionsproteine in TBS-T plus 10% FCS mit Peptid-Scans der N-WASP 
Poly-Prolin-Domäne wie in (Niebuhr et al., 1997) beschrieben inkubiert. 
Die Auswertungen der Peptid-Scans erfolgte mittels Chemilumineszenz, welche mit einer 
CCD-Kamera (Fujifilm Image Reader LAS-1000 Version 2.5) aufgenommen wurde. Die 
Quantifizierung der Signalstärke (inklusive Subtraktion des Hintergrundsignals) wurde mit 
der AIDA Image Analyzer Version 3.51 Software durchgeführt. 
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N-WASP-Poly-Prolin wt Scan 
Spot-Nr. 
 
AS-Sequenz- 
abschnitt 
Peptid Spot-Nr. 
 
AS-Sequenz-
abschnitt 
Peptid 
1 271-285  RQAPPPPPPSRGGPP 19 326-339  SRPGVVVPPPPPNRM 
2 274-288  PPPPPPSRGGPPPPP 20 329-342  GVVVPPPPPNRMYPP 
3 277-291  PPPSRGGPPPPPPPP 21 332-345  VPPPPPNRMYPPPPP 
4 281-294  SRGGPPPPPPPPHSS 22 335-348  PPPNRMYPPPPPALP 
5 284-297  GPPPPPPPPHSSGPP 23 338-351  NRMYPPPPPALPSSA 
6 287-300  PPPPPPHSSGPPPPP 24 341-354  YPPPPPALPSSAPSG 
7 290-303  PPPHSSGPPPPPARG 25 344-357  PPPALPSSAPSGPPP 
8 293-306  HSSGPPPPPARGRGA 26 347-360  ALPSSAPSGPPPPPP 
9 296-309  GPPPPPARGRGAPPP 27 350-363  SSAPSGPPPPPPPSM 
10 299-312  PPPARGRGAPPPPPS 28 353-366  PSGPPPPPPPSMAGS 
11 302-315  ARGRGAPPPPPSRAP 29 356-369  PPPPPPPSMAGSTAP 
12 305-318  RGAPPPPPSRAPTAA 30 359-372  PPPPSMAGSTAPPPP 
13 308-321  PPPPPSRAPTAAPPP 31 362-375  PSMAGSTAPPPPPPP 
14 311-324  PPSRAPTAAPPPPPP 32 365-378  AGSTAPPPPPPPPPP 
15 314-327  RAPTAAPPPPPPSRP 33 368-381  TAPPPPPPPPPPPGP 
16 317-330  TAAPPPPPPSRPGVV 34 371-384  PPPPPPPPPPGPPPP 
17 320-333  PPPPPPSRPGVVVPP 35 374-387  PPPPPPGPPPPPGLP 
18 323-336  PPPSRPGVVVPPPPP 36 377-390  PPPPGPPPPPGLPSD 
Tab 2.3. N-WASP-Poly-Prolin-wt Scan. Übersicht der die gespotteten Peptide  
 
 
 
P5XR Aminosäure-Austausch-Scan 
Spot-Nr. Peptid Spot-Nr. Peptid 
1-20  XPPHSSGPPPPPARGRGAPPP 221-240  PPPHSSGPPPPXARGRGAPPP 
21-40  PXPHSSGPPPPPARGRGAPPP 241-260  PPPHSSGPPPPPXRGRGAPPP 
41-60  PPXHSSGPPPPPARGRGAPPP 261-280  PPPHSSGPPPPPAXGRGAPPP 
61-80  PPPXSSGPPPPPARGRGAPPP 281-300  PPPHSSGPPPPPARXRGAPPP 
81-100  PPPHXSGPPPPPARGRGAPPP 301-320  PPPHSSGPPPPPARGXGAPPP 
101-120  PPPHSXGPPPPPARGRGAPPP 321-340  PPPHSSGPPPPPARGRXAPPP 
121-140  PPPHSSXPPPPPARGRGAPPP 341-360  PPPHSSGPPPPPARGRGXPPP 
141-160  PPPHSSGXPPPPARGRGAPPP 361-380  PPPHSSGPPPPPARGRGAXPP 
161-180  PPPHSSGPXPPPARGRGAPPP 381-400  PPPHSSGPPPPPARGRGAPXP 
181-200  PPPHSSGPPXPPARGRGAPPP 401-420  PPPHSSGPPPPPARGRGAPPX 
201-220  PPPHSSGPPPXPARGRGAPPP   
X: A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, Y 
Tab 2.4. P5XR-Bindemotiv-Austausch-Scan. Übersicht der gespotteten Peptide, bei welchen jeweils die AS an 
der mit „X“ markierten Position seriell ersetzt wurde. 
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N-WASP-Poly-Prolin m1 Scan 
Spot-Nr. Peptid Spot-Nr. Peptid Spot-Nr. Peptid 
1  RQAPPPPPPSRGGPP 15  RGAPPPPPSAAPTAA 29  YPPPPPALPSSAPSG 
2  RQAPPPPPPSAGGPP 16  PPPPPSAAPTAAPPP 30  PPPALPSSAPSGPPP 
3  PPPPPPSAGGPPPPP 17  PPSAAPTAAPPPPPP 31  ALPSSAPSGPPPPPP 
4  PPPSAGGPPPPPPPP 18  AAPTAAPPPPPPSAP 32  SSAPSGPPPPPPPSM 
5  SAGGPPPPPPPPHSS 19  TAAPPPPPPSRPGVV 33  PSGPPPPPPPSMAGS 
6  GPPPPPPPPHSSGPP 20  TAAPPPPPPSAPGVV 34  PPPPPPPSMAGSTAP 
7  PPPPPPHSSGPPPPP 21  PPPPPPSAPGVVVPP 35  PPPPSMAGSTAPPPP 
8  PPPHSSGPPPPPAAG 22  PPPSAPGVVVPPPPP 36  PSMAGSTAPPPPPPP 
9  HSSGPPPPPARGRGA 23  SAPGVVVPPPPPNAM 37  AGSTAPPPPPPPPPP 
10  HSSGPPPPPAAGRGA 24  GVVVPPPPPNRMYPP 38  TAPPPPPPPPPPPGP 
11  GPPPPPAAGRGAPPP 25  GVVVPPPPPNAMYPP 39  PPPPPPPPPPGPPPP 
12  PPPAAGRGAPPPPPS 26  VPPPPPNAMYPPPPP 40  PPPPPPPGPPPPPGL 
13  AAGRGAPPPPPSAAP 27  PPPNAMYPPPPPALP 41  PPPPGPPPPPGLPSD 
14  RGAPPPPPSRAPTAA 28  NAMYPPPPPALPSSA   
 
Tab 2.5. N-WASP-Poly-Prolin m1 Scan. Übersicht der gespotteten Peptide. 
 
 
P5XR-Bindemotiv Alanin-Austausch-Scan m2 
Spot-Nr. Peptid Spot-Nr. Peptid Spot-Nr. Peptid 
1  RQAPPPPPPSRGGPP 18  GRGAPPAPPSRAPTA 34  GVVVPPPPANRMYPP 
2  RQAPAPPPPSRGGPP 19  GRGAPPPAPSRAPTA 35  GVVVPPPPPNAMYPP 
3  RQAPPAPPPSRGGPP 20  GRGAPPPPASRAPTA 36  PSGPPPPPPPSMAGS 
4  RQAPPPAPPSRGGPP 21  GRGAPPPPPSAAPTA 37  PSGAPPPPPPSMAGS 
5  RQAPPPPAPSRGGPP 22  TAAPPPPPPSRPGVV 38  PSGPAPPPPPSMAGS 
6  RQAPPPPPASRGGPP 23  TAAPAPPPPSRPGVV 39  PSGPPAPPPPSMAGS 
7  RQAPPPPPPSAGGPP 24  TAAPPAPPPSRPGVV 40  PSGPPPAPPPSMAGS 
8  HSSGPPPPPARGRGA 25  TAAPPPAPPSRPGVV 41  PSGPPPPAPPSMAGS 
9  HSSGAPPPPARGRGA 26  TAAPPPPAPSRPGVV 42  PSGPPPPPPASMAGS 
10  HSSGPAPPPARGRGA 27  TAAPPPPPASRPGVV 43  TAPPPPPPPPPPPGP 
11  HSSGPPAPPARGRGA 28  TAAPPPPPPSAPGVV 44  TAAPPPPPPPPPPGP 
12  HSSGPPPAPARGRGA 29  GVVVPPPPPNRMYPP 45  TAPPAPPPPPPPPGP 
13  HSSGPPPPAARGRGA 30  GVVVAPPPPNRMYPP 46  TAPPPPAPPPPPPGP 
14  HSSGPPPPPAAGRGA 31  GVVVPAPPPNRMYPP 47  TAPPPPPPAPPPPGP 
15  GRGAPPPPPSRAPTA 32  GVVVPPAPPNRMYPP 48  TAPPPPPPPPAPPGP 
16  GRGAAPPPPSRAPTA 33  GVVVPPPAPNRMYPP 49  TAPPPPPPPPPPAGP 
17  GRGAPAPPPSRAPTA   
 
Tab 2.6. P5XR-Bindemotiv Alanin-Austausch-Scan m2. Übersicht der gespotteten Peptide. 
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N-WASP-Poly-Prolin m3 Scan 
Spot-Nr. Peptid Spot-Nr. Peptid Spot-Nr. Peptid 
1  RQAPPPPPPSRGGPP 16  AAGRGAPPPPPSAAP 31  PPPNAMYPPPPPALP 
2  RQAPPPPPPSAGGPP 17  RGAPPPPPSRAPTAA 32  NAMYPPPPPALPSSA 
3  AQAPPPPPPSAGGPP 18  RGAPPPPPSAAPTAA 33  YPPPPPALPSSAPSG 
4  PPPPPPSAGGPPPPP 19  AGAPPPPPSAAPTAA 34  PPPALPSSAPSGPPP 
5  PPPSAGGPPPPPPPP 20  PPPPPSAAPTAAPPP 35  ALPSSAPSGPPPPPP 
6  SAGGPPPPPPPPASS 21  PPSAAPTAAPPPPPP 36  SSAPSGPPPPPPPSM 
7  GPPPPPPPPASSGPP 22  AAPTAAPPPPPPSAP 37  PSGPPPPPPPSMAGS 
8  PPPPPPASSGPPPPP 23  TAAPPPPPPSRPGVV 38  PPPPPPPSMAGSTAP 
9  PPPASSGPPPPPAAG 24  TAAPPPPPPSAPGVV 39  PPPPSMAGSTAPPPP 
10  HSSGPPPPPARGRGA 25  PPPPPPSAPGVVVPP 40  PSMAGSTAPPPPPPP 
11  HSSGPPPPPAAGRGA 26  PPPSAPGVVVPPPPP 41  AGSTAPPPPPPPPPP 
12  ASSGPPPPPAAGRGA 27  SAPGVVVPPPPPNAM 42  TAPPPPPPPPPPPGP 
13  ASSGPPPPPAAGAGA 28  GVVVPPPPPNRMYPP 43  PPPPPPPPPPGPPPP 
14  GPPPPPAAGRGAPPP 29  GVVVPPPPPNAMYPP 44  PPPPPPPGPPPPPGL 
15  PPPAAGRGAPPPPPS 30  VPPPPPNAMYPPPPP 45  PPPPGPPPPPGLPSD 
 
Tab 2.7. N-WASP-Poly-Prolin m3 Scan. Übersicht der gespotteten Peptide. 
 
 
P5XR-Bindemotiv Arginin-Austausch-Scan m4 
Spot-Nr. Peptid Spot-Nr. Peptid Spot-Nr. Peptid 
1  RAAAAPPPPPAAAAA 6  AAAAARPPPPAAAAA 11  AAAAAPPPPPRAAAA 
2  ARAAAPPPPPAAAAA 7  AAAAAPRPPPAAAAA 12  AAAAAPPPPPARAAA 
3  AARAAPPPPPAAAAA 8  AAAAAPPRPPAAAAA 13  AAAAAPPPPPAARAA 
4  AAARAPPPPPAAAAA 9  AAAAAPPPRPAAAAA 14  AAAAAPPPPPAAARA 
5  AAAARPPPPPAAAAA 10  AAAAAPPPPRAAAAA 15  AAAAAPPPPPAAAAR 
 
Tab 2.8. P5XR-Bindemotiv Arginin-Austausch-Scan m4. Übersicht der gespotteten Peptide. 
 
2.7.6 Behandlung zur Entfernung von an Peptid Scans gebundenen Proteinen 
Das Ablösen oder sogenannte „Strippen“ von an Peptid Scans gebundenen Proteinen erfolgte 
über sequentielle zehnminütige Waschschritte sowie einer Ultraschallbehandlung. Zunächst 
wurden in Protein-„Overlay“Experimenten eingesetzte Scans dreimal mit Wasser gewaschen, 
anschließend dreimal mit einer Lösung aus 8 M Harnstoff, 1% SDS und 0,5% β-Mercapto-
Ethanol. In dieser Lösung schloss sich eine Ultraschallbehandlung für 7 min an. Nun wurde 
dreimal mit einer Lösung aus 50% Ethanol, 40% Wasser und 10% Essigsäure und dreimal mit 
reinem Ethanol gewaschen. Nachdem die Scans getrocknet waren, konnten sie einer 
Überprüfung der Ablösung der gebundenen Proteine unterzogen werden. Diese wurde mittels 
der schon zuvor eingesetzten Detektion mittels Antikörper-vermittelter Chemilumineszenz 
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durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass die zuvor beschriebene Behandlung nicht zu einer 
vollständigen Ablösung gebundener Proteine führte. Da ebenso eine äußerst stringente 
Behandlung mit Trifluoressigsäure in der Abteilung von Ronald Frank (GBF) nicht zu dem 
gewünschten Ergebnis führte, wurden Peptid Scans jeweils nur in einem Experiment 
eingesetzt. Da von jedem Scan aus Kostengründen lediglich wenige Exemplare zur 
Verfügung standen, war es oft nicht möglich mehrere unabhängige Parallelexperimente 
durchzuführen. 
 
2.7.7 GST-Präzipitation –GST “pull down” 
Um die Affinität der Nck1- bzw. Grb2-SH3-Domänen und von Profilin zu N-WASP bzw. der 
N-WASP-5xm3-Mutante zu quantifizieren, wurden an Glutathion Sepharose gekoppelte 
GST-Fusionsproteine mit Lysaten aus GFP-N-WASP-bzw. GFP-N-WASP-5xm3-
überexprimierenden B16F1-Zellen inkubiert.  
Für die GST-Präzipitationen wurden Zellen in 10cm Gewebekulturschalen in hoher Dichte 
verwendet, welche 48h zuvor mit den entsprechenden pEGFP-Konstrukten transfiziert 
worden waren. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und in 300µl IP-Puffer (8mM 
Tris base, 12mM HEPES, 50mM NaCl, 15mM KCl, 3mM MgCl2 und Complete MiniTM, 
EDTA-freie Protease Inhibitorengemisch (Roche)) plus 1% Triton X-100 (TX-100, Sigma) 
oder ohne TX-100 für 10 min auf Eis gehalten. Anschließend wurden die Zellen mit einem 
Zellschaber von der Platte gelöst. Der Ansatz ohne Detergenz wurde durch 
Ultraschallbehandlung für dreimal 10s und anschließendes Vortexen aufgeschlossen (die in 
Abb. 3.14 gezeigten „pull down“-Experimente wurden mit Detergenz durchgeführt). Es folgte 
eine Zentrifugation bei 12.000*g für 20 min bei 4°C. 
Dem Überstand wurden 20 –30 µl des an Glutathion Sepharose gebundenen GST-
Fusionsproteins zugesetzt. Es folgte eine Inkubation für 45 min bei 4°C (rotierend). Durch 
Zentrifugation (300*g, 3min, 4°C) wurde die Glutathion Sepharose pelletiert und zweimal mit 
IP-Puffer (je 500 µl) gewaschen. Letzlich wurde die Sepharose in 50µl 4xPP aufgenommen, 
aufgekocht und der Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Anhand von vor und nach dem 
Zentrifugieren abgenommener Aliquots kann die Menge an N-WASP im Überstand vor und 
nach der Präzipitation bestimmt werden. 
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2.8 Immunologische Methoden 
2.8.1 Primäre Antikörper 
• anti-N-WASP103/200 (Peptid AS 135-155) polyklonales Antiserum aus Kaninchen,  
hergestellt und frdl. z.V.g. von S. Benesch (GBF), Western Blot 1:1000  
• anti-N-WASP (CRIB1, Peptid AS 193-212) polyklonales Antiserum aus Kaninchen,  
frdl. z.V.g. von A. Steffen (GBF), Western Blot 1:2400 
• anti-N-WASP 4.2 (Peptid AS 179-193) affinitätsgereinigter polyklonaler Antikörper aus 
Antiserum aus Kaninchen, frdl. z.V.g. v. S. Lommel (GBF), Western Blot 1:4000, 
Immunfluoreszenz 1:2200 
• anti-N-WASP 5.2 (Peptid AS 8-33) affinitätsgereinigter polyklonaler Antikörper aus 
Antiserum aus Kaninchen, frdl. z.V.g. von S. Lommel (GBF), Western Blot 1:1500 
• anti-Shigella polyklonales Antiserum aus Kaninchen, frdl. z.V.g. von Trinad Chakraborty 
(Giessen), Immunfluoreszenz 1:80 
• anti-GFP polyklonales Antiserum aus Kaninchen H5-8, Western Blot 1:1000 (1,8 mg/ml) 
• anti-GFP monoklonale Antikörper 101G4B2, Western Blot 1:1000 (1,1 mg/ml) 
• anti-Arp2/3 - p16, (Olazabal et al., 2002) monoklonaler Antikörper, Immunfluoreszenz 
1:100 
• anti-WASP (# sc-8353, Santa Cruz Biotechnology, USA) polyklonaler Antikörper aus 
Kaninchen, Western Blot 1:100 
• anti-WIP (N- und C-Terminus, AS 20-50 und 453-479, s. Kap. 2.8.5) polyklonales  
Antiserum aus Kaninchen, hergestellt und frdl. z.V.g. von S. Benesch (GBF), Western 
Blot 1:1000 
• anti-α-Actinin BM.75.2 (Sigma) monoklonaler Antikörper, Immunfluoreszenz 1:200 
• anti-GST monoklonaler Antikörper 280F6, Western Blot 1:1000 (2,4 mg/ml) 
• anti-Nck monoklonaler Antikörper (# 610099, BD Biosciences), Western Blot 1:1000 
 
2.8.2 Sekundäre Antikörper 
A4a • Ziege anti Maus IgG & IgM, gekoppelt an HRP (# 115-035-068, Dianova), Western 
Blot 1:2000 
B4c • Ziege anti Kaninchen IgG & IgM, gekoppelt an HRP (# 111-035-045, Dianova), 
Western Blot 1:2000 
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A12c• Ziege anti Maus IgG, gekoppelt an Alexa FluorTM 488 (# A-11029, Molecular Probes)  
Immunfluoreszenz 1:400 
B12c• Ziege anti Kaninchen IgG, gekoppelt an Alexa FluorTM 488 (# A-11034, Molecular 
Probes), Immunfluoreszenz 1:400 
A16c• Ziege anti Maus IgG, gekoppelt an Alexa FluorTM 350 (# A-11045, Molecular Probes)  
Immunfluoreszenz 1:400 
B16c• Ziege anti Kaninchen IgG, gekoppelt an Alexa FluorTM 350 (# A-11046, Molecular 
Probes), Immunfluoreszenz 1:400 
 
2.8.3 Western Blot 
Der Immunoblot oder Western Blot dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen. Die in 
einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteingemische wurden aus der Polyacrylamidmatrix über 
ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf eine Membran aus 
Nitrocellulose oder wie überwiegend im Rahmen dieser Arbeit auf Polyvinylidendifluorid- 
(PVDF)-Membranen (Immobilon P, Millipore) transferiert. Dabei bleibt das Muster der 
elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Bei diesem Vorgang wird das an den Proteinen 
angelagerte SDS ausgewaschen. Daher können die Proteine renaturieren und teilweise ihre 
Sekundär- und Tertiärstruktur wieder einnehmen, nicht aber ihre Quartärstruktur. Die 
Proteine können dadurch von Antikörpern erkannt werden. 
Die Membran wurde vor dem Transfer in Methanol aktiviert und anschließend so wie das Gel 
und 4 Lagen auf Gelgröße zugeschnittenes Whatman-Papier, kurz in Blotpuffer äquilibriert. 
Die einzelnen Lagen wurden luftblasenfrei auf die Kathode wie folgt geschichtet: 
2 Lagen Whatman-Papier  
SDS-Gel - Immobilon PVDF-Membran 
2 Lagen Whatman-Papier als direkter Abschluß zur Anode. 
Der Transfer erfolgte 1-2 Stunden bei 120 mA. Zum Nachweis einen erfolgreichen 
Proteintransfer wurde die Membran mit Ponceau-Lösung transient gefärbt und der 
Längenstandard markiert. Der Nachweis des gesuchten Proteins erfolgte mit spezifischen 
Antikörpern. 
Blotpuffer : 50 mM Tris-Base   Ponceau-Lösung. 0,1% Ponceau S 
  39 mM Glycin      1% Essigsäure 
  0,037% (w/v)  SDS 
  20% (v/v)  Methanol 
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2.8.4 Immunfärbung und Chemilumineszenz 
Die Membran wurde 1 h bei RT mit 10% Magermilch (v/v) oder 10% (v/v) FCS in TBS-T 
abgesättigt. Als Primärantikörper wurden Kulturüberstand von Hybridomzellen, Seren oder 
affinitätsgereinigte Antikörper in geeigneter Verdünnung eingesetzt; die Sekundärantikörper 
waren Peroxidase-gekoppelt (horse radish peroxidase, HRP). Es wurde jeweils 1 h bei RT 
inkubiert. Nach jedem Inkubationsschritt wurde die Membran je 10 min mit TBS-T, TBS-T + 
0,5 M NaCl und TBS-T + 0,5% (v/v) Triton X-100 gewaschen und wieder in TBS-T 
überführt. 
TBS-T :   20 mM Tris-HCl, pH 7,6 
   137 mM NaCl 
   0,1% (v/v) Tween 20 
Die an die sekundären Antikörper gekoppelte Peroxidase ermöglichte den hochsensitiven 
Nachweis der immobilisierte Anitgene mittels Chemolumineszenz. Das Prinzip beruht auf der 
Oxidation von Luminol in Anwesenheit von H2O2 durch die an Sekundärantikörper 
gekoppelte Peroxidase. Es wird dabei Licht freigesetzt, welches einen Röntgenfilm belichten 
kann bzw. von einer Kamera erfasst werden kann. 
Das Lumi-Light-Substrat (Western Blotting Substrate, Roche) wurde gemäß 
Herstellerangaben aus zwei Komponenten gemischt. Die gewaschene Membran wurde ca. 1-3 
min bei RT mit der Lumi-Light-Lösung inkubiert. Das Substrat wurde abgetropft und die 
Membran in einer Schale in etwas TBST unter eine CCD-Kamera (Fujifilm Image Reader 
LAS-1000 v2.5) gestellt. Die Auswertung erfolgte mit AIDA Image Analyzer v3.51 Software. 
Die Membran wurde anschließend mit Coomassie gefärbt oder feucht eingeschweißt und bei  
–20°C für mögliche weitere Analysen aufbewahrt. 
 
2.9 Zellbiologische Methoden 
2.9.1 Standardkultur 
Die Zellen wurden in sterilen Gewebekulturschalen (oberflächenbehandelt, Corning) mit 
einem Durchmesser von 10 cm in 10 ml des jeweiligen Mediums (siehe 2.5.1) kultiviert. Die 
Inkubation erfolgte im Brutschrank (Former Scientific) bei 37°C in einer 7,5% igen (v/v) 
CO2-Atmosphäre bzw. für die embryonalen Fibroblasten N-WASP flox/flox und del/del bei 32°C in 
5,2% (v/v) CO2-Atmosphäre. 
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2.9.2 Trypsinisieren und Passage 
Nachdem die adhärent wachsenden Zelllinien 80% Konfluenz erreicht hatten, wurden sie 
enzymatisch durch Lösen von Zell-Matrix-Verbindungen vom Boden der Kulturschale 
abgelöst und adäquat verdünnt und in einer neuen Kulturschale wieder ausgesät. 
Die Zellen wurden zunächst einmal mit vorgewärmten PBS gewaschen und in Trypsin-
EDTA-Lösung (TE; Gibco) solange inkubiert, bis sich die Mehrzahl der Zellen sichtbar 
abrundete. Die Zugabe von Medium stoppte die enzymatische Reaktion des Trypsins, da das 
Enzym mit dem im Medium enthaltene FCS reagieren konnte. Anschließend wurden die 
Zellen mit Medium von der Schale abgespült. Die entsprechende Menge an Zellen wurde 
entnommen und nach Zentrifugation (1000 rpm für 4 min) in frischem vorgewärmten 
Medium aufgenommen (N-WASP flox/flox und del/del: 1:10, Nck ko: 1:15 - 1:20). 
TE: 0,5 g/ml Trypsin; 0,2 g/ml EDTA; in DMEM 
2.9.3 Kultur auf Deckgläschen 
Zur mikroskopischen Beobachtung wurden die Zellen ca. 24 h auf vorbehandelten 
Deckgläschen kultiviert. Zur Beseitigung von störenden Unreinheiten wurden die 
Deckgläschen in einer Lösung aus 60% Ethanol und 40% HCl 30 min gereinigt, mehrmals 
gründlich mit MilliQ-H2O gewaschen und einzeln auf Whatman Papier fusselfrei getrocknet 
getrocknet. Die Sterilisation erfolgte für 4h bei 160°C. Um den N-WASP flox/flox und del/del -
Zellen eine bessere Anheftung zu ermöglichen wurden die Deckgläschen mit Fibrobectin 
(25µg/ml vedünnt mit PBS aus Stocklösung: 1mg/ml in 2 M Harnstoff) für eine Stunde bei 
RT überschichtet und anschließend mit PBS gewaschen. 
 
2.9.4 Transfektion eukaryontischer Zellen 
Bei der Transfektion wird Plasmid-DNA oder generell Fremd-DNA in eine eukaryontische 
Zelle eingebracht. Bei der Lipofektion bildet das Transfektionsreagenz die Plasmid-DNA 
enthaltende Micellen, welche mit der Zellmembran fusionieren und die DNA in das 
Zytoplasma entlassen. Ein Teil der transfizierten DNA kann dann in den Zellkern gelangen 
und dort transient exprimiert werden. 
Die zu transfizierende DNA wurde durch Plasmidpräparation (s. Kapitel 2.6.17) aufgereinigt. 
Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion so ausgesät, dass sie zum Transfektions-
zeitpunkt eine Konfluenz von 50-80% erreicht hatten. 
Es gibt mehrere Verfahren für die Übertragung von DNA in Zellkultur-Zellen, in dieser 
Arbeit wurde das FuGENE 6-Transfektionsreagenz (Roche) verwendet. 
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Ansatz für Kulturschalen-: 2x3cm  10cm 
 94 µl   981,25 µl FCS-freien Medium 
   6 µl  23,4 µl FuGENE6-Transfektionsreagenz 
Medium und Transfektionsreagenz in 1,5 ml-Rektionsgefäß mischen und bei RT 5 min 
inkubieren. Anschließend die DNA zufügen: 
   2 µg   7,8 µg DNA 
Nach einer Inkubation von 20 min bei RT wurde der Transfektionsansatz tropfenweise zu 
frischem Standardmedium in eine 10 cm- bzw. auf zwei 3 cm Kulturschalen verteilt 
zugegeben. 
Bei Doppeltransfektionen mit dem Puromycin-Vektor pPUR (#631601, Clontech/ BD 
Biosciences, USA) und diversen pCB6-Nck-Konstrukten wurde das Resistenzplasmid 1:10 
verdünnt zum Zielkonstrukt zugesetzt (insgesamt 7,8 µg DNA). Die Lösung wurde 20 min bei 
RT inkubiert und anschließend tropfenweise zu frischem Standardmedium in eine 10 cm- 
Kulturschale gegeben. Es folgte eine Inkubation für 48 h. Anschließend wurden die Zellen 
mit 2,5 µg/ ml Puromycin (Stocklösung: 2,5 mg/ ml) enthaltendem Medium unter 
Selektionsdruck gesetzt. Nach Expansion transfizierter Zellen wurden GFP-exprimierende 
Zellen mittels Durchflusszytometrie (siehe Kapitel 2.9.8) angereichert, um stabil 
exprimierende Zellpolulationen zu erhalten. 
 
2.9.5 Infektion von eukaryontischen Zellen mit Shigella flexneri 
Von einer TSB-Agarplatte wurde eine Kolonie von Shigella flexneri mit einer Impföse 
abgenommen und in 5 ml TSB-Medium suspendiert und ü.N. bei 37°C unter Schütteln 
(180rpm) inkubiert. Von der Bakteriensuspension wurde 1 ml abgenommen, zentrifugiert 
(3000 rpm, 3 min) und mit DMEM gewaschen. Der Waschschritt wurde einmal wiederholt, 
erneut zentrifugiert und das Pellet in 1ml Infektionsmedium (Wachstumsmedium mit FCS, 
ohne P/S) resuspendiert. Danach wurde die Bakteriensuspension 1:100 verdünnt auf die 
Zellen mit frischem Infektionsmedium gegeben. Die Bakterien wurden auf die Zellen 
zentrifugiert (900*g, 10 min, 37°C), um die Infektion zu initiieren und zu synchronisieren. 
Die Infektion wurde bei 37°C und 7,5% CO2 für 1,5 h durchgeführt. Anschließend wurde 
zweimal mit PBS gewaschen und weitere 2 h in Wachstumsmedium mit 10µg/ml Gentamycin 
inkubiert bzw. direkt in einer Observationskammer unter dem Mikroskop beobachtet. Die 
Gentamycinbehandlung führt zum selektiven Absterben der extrazellulär verbliebenen 
Bakterien, da Gentamycin die Plasmamembran nicht passieren kann. 
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2.9.6 Infektion von eukaryontischen Zellen mit Listeria monocytogenes 
Die Infektion mit Listeria monocytogenes wurde wie in (Carl et al., 1999) beschrieben und 
ähnlich der mit Shigella flexneri (s. Kapitel 2.9.5) durchgeführt. Listeria monocytogenes 
wurde in LB-Medium kultiviert. Die Infektion wurde bei 37°C und 7,5% CO2 für 1-1,5 h 
durchgeführt, anschließend zweimal mit PBS gewaschen und weitere 3-4 h in 
Wachstumsmedium mit 50µg/ml Gentamycin (Stocklösung 50 mg/ ml) inkubiert. 
 
2.9.7 Herstellung von Zellextrakten 
Zur Herstellung von Extrakten aus Zelllinien wurden pro konfluent bewachsener 10 cm/3cm-
Petrischale 200 µl/ 70 µl 4x Probenpuffer (s. Kapitel 2.7.1) 10 min bei 95°C aufgekocht. Die 
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, dann durch Zugabe des aufgekochten 
Probenpuffers lysiert und anschließend mit Hilfe eines „Cell Scrapers“ von der Petrischale 
gelöst. Diese Suspension wurde nochmals 5 min bei 95°C aufgekocht und dann zur Lagerung 
bei -20°C eingefroren oder direkt auf ein SDS-Gel geladen (s. Kapitel 2.7.1). 
 
2.9.8 Durchflusszytometrie 
Um Geschwindigkeitsanalysen von Shigella in Nck-defizienten bzw. N-WASP-defekten 
Zellen anzufertigen, wurden Zellpopulationen benötigt, die die jeweils re-exprimierten GFP-
Fusionskonstrukte stabil in ihr Genom integriert hatten. Zur Generierung dieser stabil 
exprimierenden Zelllinien wurden die entsprechend transfizierten Zellen (siehe 2.9.4) anhand 
ihrer Fluoreszenzintensität des transferierten GFP-Fusionsproteins mittels 
Durchflusszytometrie in definierte Populationen sortiert. Die zu sortierenden Zellen auf vier 
bis fünf 10cm Schalen wurden bei etwa 80% Konfluenz trypsinisiert, pelletiert und in 1 ml 
eiskalten FACS-Puffer (2% FCS in PBS) aufgenommen. Die resuspendierten Zellen wurden 
bis zur Durchflusszytometrie auf Eis gehalten. Je nach Transfektionsrate und abhängig davon, 
ob die GFP-exprimierende Population zuvor schon mittels Durchflusszytometrie angereichert 
wurde, wurden 1*104 bis 5*106 Zellen im FACS-Gerät („fluorescence activated cell sorter“) 
aussortiert. Die stabil exprimierenden Zellpopulationen wurden mehrmals nacheinander 
(insgesamt jeweils vier Mal mit Zwischenkultivierung) von Maria Höxter (GBF) mit einem 
FACSVantage SE (Becton Dickinson Europe, Heidelberg) oder von Lothar Gröbe (GBF) an 
einem MoFlo Cellsorter (DakoCytomation, Hamburg) sortiert. Nach ihrer Sortierung wurden 
die Zellpopulationen jeweils ihrer Menge entsprechend ausgesät und ein bis zwei Wochen 
expandiert. Die Kultivierung erfolgte dabei in 2,5 µg/ ml Puromycin und 50 µg/ ml 
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Gentamicin enthaltendem Medium. Eine mit dem Zielkonstrukt transferierte 
Puromycinresistenz führte zur Anreicherung transfizierter Zellen, Gentamicin wurde 
zugesetzt, um einer Kontamination vorzubeugen. 
Die erste Sortierung direkt nach der Transfektion der Zellen bestand jeweils aus nur einem 
Sortiervorgang. Die nach erneuter Expansion der Zellen folgenden Durchflusszytometrien 
bestanden jeweils aus zwei direkt nacheinander folgenden Sortierungen. Dies diente dem 
Zweck, Zellen zu vereinzeln, da durch Adhäsion positiver und negativer Zellen, stets auch 
nicht GFP-exprimierende Zellen in den sortierten Populationen verblieben. Da die nicht 
transfizierten Zellen aber einen Wachstumsvorteil gegenüber den eigentlich anzureichernden 
Zellen hatten, war der Ausschluss dieser nun vereinzelten Zellen in einer zweiten sich direkt 
anschließenden Sortierung von großem Nutzen. 
 
2.10 Digitale Fluoreszenzmikroskopie 
Die gesamte Immunfluoreszenz-Mikroskopie des Zytoskeletts der Zelle wurde prinzipiell wie 
in (Herzog et al. 1994) und (Mies et al. 1998) beschrieben durchgeführt. 
Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden spezielle Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorochrome) an 
Proteine oder andere Zellbestandteile gekoppelt. Durch Anregung dieser Farbstoffe mit einer 
definierten Wellenlänge emittieren sie Licht mit einer längeren Wellenlänge, beginnen also zu 
fluoreszieren. Dadurch ist es möglich, die räumliche und zeitliche Lokalisation der markierten 
Zellbestandteile in einer lebenden oder fixierten Zelle zu bestimmen. 
Das optische System eines Fluoreszenzmikroskops weist im Gegensatz zu einem normalen 
Mikroskop einige Besonderheiten auf. Es besteht aus zwei Sperrfiltern und einem 
dichroitischen Spiegel. Eine Quecksilberhochdruckdampflampe strahlt Licht auf den ersten 
Sperrfilter, dieser ermöglicht nur den Durchtritt von Licht einer bestimmten Wellenlänge, mit 
der verschiedene Fluorochrome angeregt werden sollen. Das Licht trifft auf den 
dichroitischen Spiegel, welcher das Licht reflektiert und durch das Objektiv auf die Probe 
leitet. Die Fluorochrome absorbieren das Licht und emittieren energieärmeres, also 
längerwelliges Licht. Das längerwellige Licht passiert den dichroitischen Spiegel und trifft 
anschließend auf einen zweiten Sperrfilter, welcher gestreutes Anregungslicht entfernt und 
das von den Fluorochromen emittierte Licht auf einen definierten Wellenlängenbereich 
eingrenzt. Das emittierte Licht wird danach entweder zum Okular geleitet oder zu einem mit 
einer CCD-Kamera bestückten Mikroskopausgang geleitet. Die von der Kamera 
aufgenommenen Lichtinformationen werden durch einen A/D-Wandler in digitale 
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Graustufenwerte umgesetzt und dann an einem Computer mit geeigneter 
Bildverarbeitungssoftware weiter verarbeitet.  
Mikroskop  
Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 135TV (Carl Zeiss) mit wahlweise regelbarer 100 W 
Quecksilber-hochdruckdampflampe (AttoArc System, Carl Zeiss) oder Wolframlampe und 
manuell oder mittels Software kontrollierbarem Filterrad; durch Optovar-Linsen lässt sich die 
Gesamtvergrößerung um das 1,6 fache bzw. 2,5 fache erhöhen. 
Objektive 
Plan-Apochromat- und Plan-Neofluar-Immersionsölobjektive (Carl Zeiss): 
100x 1,4 NA Plan-Apochromat  
100x, 63x und 40x 1,3 NA Neofluar 
Das verwendete Immersionsöl (Carl Zeiss) hatte einen Brechungsfaktor von 1,518. 
Beleuchtung 
Regelung der Beleuchtung durch elektrisch aktivierbare Schnellverschlüsse (UniBlitz Modul 
D 122 Shutter-Driver, Visitron Systems); Shutter, manuell oder Software-gesteuert. 
CCD-Kamera-System 
Auf -25°C gekühlte Charged-Coupled-Device-Kamera (EBFT 512, 512x512 Pixel, Roper 
Scientific) mit elektronisch aktivierter Kontrolleinheit und Verschluss. 
Aufnahmekontrolle und Bildverarbeitung 
Die Aufnahmekontrolle, Kontrolle der Schnellverschlüsse, die Kamerasteuerung und 
Bildverarbeitung erfolgt mit der Metamorph Imaging Software (MetaSeries 5.0, Universal 
Imaging Corp.). Die weitere Bildverarbeitung für die Präsentation erfolgte mit Adobe 
Photoshop CS 8.0.1. 
 
2.10.1 Fluoreszenzmikroskopie lebender Zellen 
Zur Beobachtung von lebenden Zellen wurde eine beheizbare geschlossene Focht-
Durchflußkammer mit zugehöriger Kontrolleinheit (Focht Live-Cell Chamber System 2 
(FCS2), Bioptechs) eingesetzt. Die Deckgläschen (4 cm) mit den Zellen wurden in die 
Kammer eingespannt und die Kammer vorsichtig mit Observationsmedium (jeweiliges 
Wachstumsmedium incl. 10µg/ml Gentamycin) luftblasenfrei befüllt. Die Kammer wurde auf 
37 geheizt. Nach der Ausbildung eines stabilen Temperaturgradienten konnte mit der 
Aufnahme von Sequenzen oder Einzelbildern begonnen werden. Für die Aufnahme von 
Einzelbildern mussten folgende Parameter festgelegt werden: Auswahl des Shutters für 
Fluoreszenz- oder Phasenkontrast-Beleuchtung, Belichtungsstärke, Bildgröße und Länge der 
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Belichtungszeit. Für die Aufnahme von Sequenzen mussten zusätzliche Parameter festgelegt 
werden: Anzahl der Einzelbilder (max 80), Möglichkeit der Kombination von Fluoreszenz- 
und Phasenkontrast-Aufnahmen und Pause zwischen den Einzelbildaufnahmen (i.d.R. 20sec).  
 
2.10.2 Analyse der Geschwindigkeit motiler Shigella in verschiedenen 
Zellpopulationen 
Die Geschwindigkeit motiler Shigella in infizierten Nck-defizienten bzw. N-WASP-defekten 
Zellen wurde anhand videomikroskopischer Aufnahmen ermittelt. Diese wurden mit 100-
facher Objektivvergrößerung aufgenommen, um eine ausreichende räumliche Auflösung zur 
genauen Messung der zurückgelegten Wegstrecke zu erhalten. Bakterien, die eindeutig motil 
und nicht durch die Plasmamembran oder die Kernhülle in ihrer Bewegung behindert waren, 
wurden für die Geschwindigkeitsmessung herangezogen. 
Die Verfolgung („Tracking“) der Shigella-Bakterien, Rekonstruktion der Wege und die 
Kalkulation der durchschnittlichen Geschwindigkeit erfolgte mit der „Tracking“ Software 
„Retrac 2.10“ (Nick Carter, UK) . Dazu wurden in den Einzelbildern einer Sequenz die 
Position des posterioren Bakterienzellpols markiert, die Strecke zwischen diesen 
Markierungen in zwei aufeinander folgenden Einzelbildern durch das Programm erfasst und 
damit die momentanen Geschwindigkeiten berechnet. Die einzelnen 
Momentangeschwindigkeiten eines Bakteriums wurden zur Durchschnittsgeschwindigkeit 
eines Bakteriums zusammengefasst. Für jede Zellpopulation wurden aus mindestens 15 
Sequenzen (aus zumindest drei unabhängigen Experimenten) mindestens 120 
Durchschnittsgeschwindigkeiten bestimmt. 
Zum Vergleich der Datengruppen wurde der „Two-sampled“ T-Test durchgeführt, da die 
Datenreihen normalverteilt (Anderson-Darling-Test auf Normalverteilung) und die Varianzen 
der Gesamtheiten gleich waren. Die Nullhypothese lautet: „Die durchschnittlichen 
Geschwindigkeiten der motilen Shigellen in den verglichenen Zelllinien sind gleich.“. Ist die 
Wahrscheinlichkeit von H0 < 0,05 wurde diese Hypothese verworfen, so dass die 
durchschnittlichen Geschwindigkeiten motiler Bakterien in den verglichenen 
Zellpopulationen mit 95-prozentiger Wahrscheinlichkeit signifikant verschieden waren. Die 
Tests wurden mit MiniTab 14 (MiniTab Inc.) durchgeführt.  
Das Arithmetische Mittel aus den Durchschnittsgeschwindigkeiten wurden mit Sigma Plot 8.0 
ermittelt und in einem „box and whiskers“ Diagramm dargestellt. Diese Darstellungsweise 
zeigt sowohl die Lokalisation als auch die Verteilung der Messwerte an. Die „box“ beinhaltet 
die „interquartile range“ mit 50% der Messwerte ober- und unterhalb des Medians (mittlere 
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durchgezogene Linie). Die „whiskers“ zeigen die Ausdehnung der extremen Werte, die 95% 
der Messwerte ober- und unterhalb des Medians umfassen. 5% der extremen Werte sind 
anhand der äußeren Punkte wiedergegeben. Die unterbrochene Linie in der „box“ zeigt das 
Arithmetische Mittel an. 
 
2.10.3 Immunfluoreszenzmikroskopie fixierter Zellen 
Bei der indirekten Immunfluoreszenz fixierter Zellen erfolgt die Visualisierung von Proteinen 
durch die Bindung spezifischer primärer Antikörpers, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Sekundärantikörper sichtbar gemacht werden. Durch die Bindung mehrerer 
Sekundärantikörper an einen primären Antikörper wird eine Amplifikation erreicht. 
Um Aussagen über die Lokalisation bestimmter Proteine machen zu können, wurden die 
Zellen zunächst mit 4% Paraformaldehyd in PBS, welches Proteinkomponenten miteinander 
vernetzt, für 15-20 min fixiert. Damit die Antikörper in die Zellen und die entsprechenden 
Kompartimente gelangen können, wurden die Zellen mit einem Detergenz permeabilisiert. In 
dieser Arbeit wurde zur Permeabilisierung mit 0,1% Triton X-100 in 4% PFA in PBS 1 min 
inkubiert. 
 
Antikörper-Hybridisierung : 
Die fixierten und permeabilisierten Zellen auf Deckgläschen werden 20 min mit einer 
Blocking-Lösung (5% Pferdeserum in 1% BSA in PBS) inkubiert. Anschließend wurden 20 
µl des primären Antikörpers (s. Kapitel 2.8.1) auf einen Streifen Parafilm getropft, das 
Deckgläschen umgekehrt auf diesen Tropfen gelegt und 30 min bei 37°C oder 60 min bei RT 
in einer feuchten, dunklen Kammer inkubiert. Überschüssige Antikörper wurden durch 
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Es folgte die Hybridisierung mit dem 
Sekundärantikörper (s. Kapitel 2.8.2) für 30 min bei 37°C oder 60 min bei RT und 
dreimaliges Waschen mit PBS. Die Deckgläschen wurden umgekehrt auf einem Tropfen 
Mowiol 4-88 (Calbiochem) mit n-Propylgalat (Stocklösung 25 mg/ml 1:10 in erwärmten 
Mowiol) auf einen Objektträger fixiert und über Nacht bei 4°C getrocknet. Die Proben 
wurden in eine Objektivträger-Halterung am Mikroskop eingespannt, Einzelbildaufnahmen 
wurden wie unter 2.10 beschrieben durchgeführt. Die Lagerung der Präparate erfolgte bei 4°C 
im Dunkeln. 
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Phalloidin  
Phalloidine sind Toxine des Knollenblätterpilzes Amanita phalloides. Sie lagern sich seitlich 
an die Aktinfilamente an und blockieren dadurch die Depolymerisierung (Cooper, 1987). 
Durch Fluoreszenzfarbstoffe, die an Phalloidin gekoppelt werden, können Aktinfilamente für 
die Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. Es wurden eingesetzt: 
• Phalloidin gekoppelt an Alexa FluorTM 594 (Molecular Probes), Verdünnung 1:300 in 1%  
BSA in PBS 
• Phalloidin gekoppelt an Alexa FluorTM 488 (Molecular Probes), Verdünnung 1:300 in 1%  
BSA in PBS 
Die in der Immunfluoreszenz verwendeten Antikörper sind unter Kapitel 2.8.1 und 2.8.2 
aufgelistet.
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3 ERGEBNISSE 
 
Das humanpathogene Bakterium Shigella flexneri vermag es, das zelleigene Aktinzytoskelett 
zu manipulieren und die Polymerisation von Aktin an der bakteriellen Oberfläche zu 
initiieren. Damit wird eine intrazelluläre Motilität bewirkt und Shigella ist in der Lage, 
Nachbarzellen durch das Ausbilden von „Protrusionen“ zu infizieren. Letzteres dient einer 
effizienten Ausbreitungsstrategie, bei der ein Teil der Immunantwort des Wirtes umgangen 
wird. 
Dieser Prozess ist essentiell abhängig vom zellulären Protein N-WASP (Lommel et al., 2001; 
Snapper et al., 2001; Suzuki et al., 1998). Das bakterielle Oberflächenprotein IcsA rekrutiert 
N-WASP an die bakterielle Oberfläche (Suzuki et al., 1998; Suzuki et al., 2002) und aktiviert 
es (Egile et al., 1999). Somit erschließt sich das bakterielle Pathogen S. flexneri den Zugang 
zur zelleigenen Aktinpolymerisations-Maschinerie. Der durch N-WASP gebundene und 
aktivierte Arp2/3-Komplex nukleiert die Neubildung von Aktinfilamenten (Rohatgi et al., 
1999), so dass ein Aktinschweif an der bakteriellen Oberfläche ausgebildet werden kann. 
Die zentrale Frage dieser Arbeit war, wie N-WASP an der bakteriellen Oberfläche von S. 
flexneri reguliert wird und ob zusätzliche zelluläre Aktivatoren von N-WASP die Motilität 
von Shigella fördern können. In vorangegangenen Studien zur Regulation von N-WASP an 
der bakteriellen Oberfläche von Shigella konnte die Aktinschweif Bildung und die Motilität 
in N-WASP-defekten Zellen durch die Re-Expression von N-WASP wieder hergestellt 
werden. Wurde jedoch eine N-WASP-Deletionsmutante re-exprimiert, der die Poly-Prolin-
Domäne fehlte, wurde eine weniger effiziente Ausbildung von Aktinschweifen und damit 
mutmaßlich eine eingeschränkte Bewegung der Bakterien beobachtet (Lommel et al., 2001). 
Daher drängte sich die Frage auf, in welcher Weise die Poly-Prolin-bindenden 
Interaktionspartner von N-WASP in die Regulation dieses Proteins im allgemeinen und 
speziell in die Aktin-basierte Bewegung von Shigella involviert sind. Bereits beschrieben war 
eine Interaktion der SH2/SH3-Adapterproteine Nck und Grb2 sowie von Profilin mit der N-
WASP-Poly-Prolin-Domäne (Carlier et al., 2000; Miki et al., 1996; Miura et al., 1996; 
Rohatgi et al., 2001; Suetsugu et al., 1998). Eine mögliche Rolle dieser Proteine in der 
intrazellulären Motilität von Shigella deutete sich aufgrund verschiedener Studien bereits an 
(Egile et al., 1999; Frischknecht et al., 1999b; Mimuro et al., 2000; Moreau et al., 2000; 
Scaplehorn et al., 2002). 
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3.1 SH3-Adapterproteine lokalisieren an der Oberfläche von 
Aktinschweif-bildenden Shigella flexneri 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Rekrutierung sowohl der SH2/SH3-
Adapterproteine Nck1 und Nck2 (Abb.3.1 A, B), als auch von Grb2 (Abb.3.1 C) an den 
bakteriellen Pol von S. flexneri, an dem ein Aktinschweif gebildet wird, beobachtet werden. 
Die Lokalisation der GFP-markierten SH2/SH3-Adapterproteine wurde in infizierten und 
fixierten HeLa-Zellen (humane Epithelzellen) wie Abb. 3.1 zu entnehmen ist sowie in 
videomikroskopischen Aufnahmen lebender Zellen gemacht. In der Videomikroskopie 
infizierter Zellen war die Rekrutierung von Nck1, Nck2 und Grb2 nur an motile Shigella 
Bakterien zu beobachten. Die Lokalisation von Nck am bakteriellen Pol von S. flexneri war 
bereits beschrieben und konnte in diesen Experimenten bestätigt werden (Moreau et al., 
2000). Nck und Grb2 lokalisieren auch an der Oberfläche des Vaccinia Virus, wo sie die 
Aktin-basierte Bewegung kooperativ vorantreiben (Scaplehorn et al., 2002). Die Aktin-
basierte Motilität von Shigella findet eine Analogie in der Bewegung von PI-5-Kinase 
induzierten Vesikeln. Auch die Aktinschweif Ausbildung an diesen Vesikeln ist essentiell 
abhängig von N-WASP (Benesch et al., 2002) und involviert ebenso die SH3-Adapterproteine 
Nck und Grb2. 
 
 
 
Abb. 3. 1. SH3-Adaptorproteine lokalisieren an der Oberfläche von Shigella.  
Mit Shigella infizierte und fixierte HeLa-Zellen exprimierten transient die GFP-markierten Proteine: Nck1 (A), 
Nck2 (B) und Grb2 (C). In allen Abbildungen sind die Aktinfilamente in Rot, Shigella in Blau und die GFP-
Fusionsproteine in Grün dargestellt. Die SH3-Adapterproteine Nck1, Nck2 und Grb2 wurden deutlich an den 
bakteriellen Pol rekrutiert, an dem der Aktinschweif gebildet wurde (A, B, C). Die Balken entsprechen (A) 3 µm 
bzw. (B und C) 2 µm. 
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IRSp53 ist ein SH2/SH3-Adapterprotein, dessen Interaktion mit der Poly-Prolin-Domäne des 
N-WASP Homologs WAVE bereits beschrieben wurde (Miki et al., 2000). Eine Interaktion 
von IRSp53-SH3 mit der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP war aber bisher nicht bekannt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun versucht, über die Lokalisation des Proteins an der 
bakteriellen Oberfläche von Shigella der Frage nach einer möglichen in vivo Interaktion von 
N-WASP und IRSp53 nachzugehen. Jedoch konnten weder für IRSp53 noch für den 
bekannten Liganden von N-WASP Profilin2 in fixierten, infizierten HeLa-Zellen 
Anreicherungen an der Oberfläche Aktinschweif bildender S. flexneri beobachtet werden. Um 
eine Rekrutierung dieser Proteine sicher auszuschließen, könnten darüber hinaus Antikörper-
Färbungen eingesetzt werden. Alternativ zu den untersuchten GFP-Fusionskonstrukten wäre 
die Austestung eines anderen Fusionsanhangs (z.B. myc-) zur Lokalisation der Proteine an 
der bakteriellen Oberfläche denkbar. Außerdem könnte möglicherweise die 
videomikroskopische Analyse einen Nachweis der Lokalisation dieser Proteine an motilen 
Shigella Bakterien erbringen. 
 
3.2   Charakterisierung der Interaktionen von SH3-Adapterproteinen 
und Profilin mit N-WASP 
Die N-WASP Liganden Nck1/2 sowie Grb2 zeigten eine deutliche Anreicherung an der 
bakteriellen Oberfläche von S. flexneri (siehe Abb. 3. 1) (Moreau et al., 2000). Die Bindung 
der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP an die SH3-Domänen von Nck (Rohatgi et al., 2001) 
und Grb2 (Carlier et al., 2000; Miura et al., 1996) wurde bereits beschrieben. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun die Details der Interaktionen der einzelnen SH3-
Domänen von Nck und Grb2 mit der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne geklärt werden. Darüber 
hinaus wurde der Frage nach einer möglichen Interaktion des SH2/SH3-Adapterproteins 
IRSp53 mit N-WASP über die Poly-Prolin-Domäne nachgegangen.  
Profilin kann in vitro die N-WASP vermittelte Aktinpolymerisation unterstützen (Yang et al., 
2000). Außerdem wird Profilin eine wichtige Rolle bei der intrazellulären Bewegung von S. 
flexneri zugesprochen (Egile et al., 1999; Mimuro et al., 2000). Dabei könnte seine Fähigkeit 
sowohl G-Aktin als auch Poly-Prolin-Bereiche von N-WASP binden zu können kritisch sein 
(Mimuro et al., 2000), eine andere Studie belegt, dass nur die Fähigkeit G-Aktin binden zu 
können, wichtig zur Förderung der bakteriellen Bewegung von S. flexneri ist (Egile et al., 
1999). Für die Interaktion von N-WASP und Profilin waren bisher keine molekularen Details 
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veröffentlicht. Die Kartierung der Interaktionen der Einzel-SH3-Domänen von Nck1, Nck2, 
Grb2 und IRSp53 sowie von Profilin1 und 2 erfolgte im Rahmen dieser Arbeit. 
 
3.2.1 Expression und Aufreinigung von Einzel-SH3-Domänen von Nck1, Grb2, 
IRSp53 und Profilin als GST-Fusionsproteine 
Um die Interaktionen der genannten Proteine mit der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne genau zu 
kartieren, wurden wie in Kapitel 2.6.12 beschrieben, pGEX-Konstrukte hergestellt, die die 
Expression und Aufreinigung der GST-Fusionsproteine erlauben. Die Einzel-SH3-Domänen 
fusioniert an GST sowie GST-markiertes Profilin1 und –2 (Konstrukte: frdl. z.V.g. von 
Marcus Geese, GBF, Braunschweig) wurden in Bakterien exprimiert und über den GST-
Anhang aufgereinigt. Die Expression der Konstrukte in E.coli (Details siehe 2.7.4), die 
Intaktheit und Reinheit der aufgereinigten Proteine wurde mittels Gelelektrophorese 
analysiert. Bei den aufgereinigten SH3-Domänen zeigten die bakteriellen Lysate vor (P1 in 
Abb. 3.2) und nach der Induktion der Expression mit IPTG (P2 in Abb. 3.2) eine deutliche 
Akkumulation der jeweils ca. 35 kD großen SH3-Domänen von Nck1, Grb2 und IRSp53. Die 
Proteine wurde aus dem Überstand (S1 in Abb. 3.2) nach mechanischem Aufschließen der 
Zellen (French Press) mittels Affinitätschromatographie über eine äquilibrierte Gluthathion-
Sepharose-Säule aufgereinigt. Im Vergleich zu den Säulendurchläufen (DL in Abb. 3.2) 
zeigten die Proben des Gluthathion-Sepharose-„Bead“-Säulenmaterials (B in Abb. 3.2) eine 
starke Anreicherung des jeweiligen rekombinanten GST-Fusionsproteins. Diese wurden mit 
Gluthathion-Elutionspuffer (siehe 2.7.4) von der Säule gelöst und jeweils in zwei Fraktionen 
gesammelt (E1 und E2 in Abb. 3.2). Die erste Eluatfraktion wies in der Regel eine deutlich 
höhere Proteinkonzentration auf. Für „Peptide Scan Overlay“ Experimente wurden meistens 
die zweiten Eluatfraktionen eingesetzt. 
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Abb. 3. 2. Aufreinigung der SH3-Domänen von Nck1, Grb2 und IRSp53. 
Coomassie-gefärbte gelelektrophoretische Auftrennung zur Dokumentation der Expression und Aufreinigung 
der SH3-Domänen von Nck1, Grb2 und IRSp53 als GST-Fusionsproteine. Bei allen angegebenen Proteinen 
zeigte das bakterielle Pellet vor der Induktion der Expression (P1) keine Bande bei ~35kDa, wohingegen nach 
Induktion das Protein sichtbar war (P2). Die SH3-Domänen befanden sich nach Aufschluss der Zellen im 
Überstand (S1), das Pellet (P3) wies meist eine geringe Menge an Protein auf. Die Proteine wurden effizient an 
die Gluthathion-Sepharose-„Beads“ (B) gebunden, der Säulen-Durchlauf (DL) enthielt kaum SH3-Domäne. In 
den ersten Eluatfraktionen (E1) waren die Proteinkonzentrationen höher als in den zweiten Eluatfraktionen (E2).  
 
 
Die Aufreinigung von GST-markiertem Profilin1 und –2 wurde in analoger Weise zur 
Aufreinigung der SH3-Domänen durchgeführt und ist in Abb. 3.3 dokumentiert. Profilin 
konnte in geringerer Menge gewonnen werden als die SH3-Domänen. Auch bei Profilin 
zeichneten sich die zweiten Eluatfraktionen durch eine geringere Konzentration aus und 
wurden vornehmlich für die „Peptide Scan Overlay“ Experimente eingesetzt. 
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Abb. 3. 3. Aufreinigung von GST-Profilin1 und –2 
Coomassie-gefärbte gelelektrophoretische Auftrennung zur Dokumentation der Expression und Aufreinigung 
der GST-Fusionen von Profilin1/2. Die bakteriellen Pellets zeigten vor Induktion der Expression (P1) keine 
Bande bei ~44kDa, wohingegen nach Induktion die Proteine sichtbar waren (P2). Profilin1/2 befand sich nach 
Aufschluss der Zellen im Überstand (S1), die Pellets (P3) wiesen eine geringe Menge an Protein auf. Die 
Proteine wurden effizient an die Gluthathion-Sepharose-„Beads“ (B) gebunden, der Säulen-Durchlauf (DL) 
enthält in kaum Profilin. Die ersten Eluatfraktionen (E1) zeichneten sich durch höhere Proteinkonzentration im 
Vergleich zu den zweiten Eluatfraktionen (E2) aus. 
 
 
3.2.2 Die SH3-Domänen von Nck1 und Grb2 binden an das Konsensus-Motiv 
P5XR in der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP 
Auf der Basis von „Peptide Scan Overlay“ Experimenten der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne 
mit GST-Fusionen von Einzel-SH3-Domänen von Nck1, Grb2 und IRSp53 sowie mit Profilin 
konnten die Interaktionen dieser Proteine genau kartiert werden. Die „Peptide Scans“ 
bestanden aus derivatisierten Cellulosemembranen, auf die 15 Aminosäuren umfassende 
synthetische Peptide aufgebracht wurden (siehe Kapitel 2.7.5). Letztere hatten eine 
Überschneidung in ihrer Sequenz von neun Aminosäuren mit dem jeweils vorangegangenen 
und nachfolgenden Peptid, so dass sukzessiv die gesamte N-WASP-Poly-Prolin-Domäne auf 
einem Scan in 36 „Spots“ abgebildet wurde (Schematische Darstellung: Abb. 3. 4 A, 
Sequenzen siehe 2.7.5). Die „Scans“ wurden mit den genannten Proteinen als GST-Fusionen 
in jeweils gleicher Konzentration überschichtet. Gebundene GST-Fusionsproteine wurden mit 
monoklonalen α-GST Antikörpern in einem Immunoblot-artigen Verfahren über die 
Chemilumineszenz Peroxidase-gekoppelter Sekundär-Antikörper detektiert. 
In Abb. 3. 4 sind repräsentative Beispiele von „Overlay“ Experimenten mit den GST-
fusionierten Einzel-SH3-Domänen von Nck1, Grb2 und IRSp53 sowie mit Profilin2 gezeigt. 
Eine GST-Kontrolle (Abb. 3. 4 B) zeigte eine nur geringe unspezifische Bindung des GST-
Anhangs. Die drei Einzel-SH3-Domänen von Nck1 wurden unabhängig voneinander an ein 
fünffach vorkommendes Konsensusmotiv gebunden (Abb. 3. 4 C-E), welches aus fünf 
Prolinen in Reihe gefolgt von einer beliebigen unpolaren Aminosäure und einem Arginin 
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(P5XR) besteht. Auch die SH3-Domänen von Grb2 wurden an das P5XR-Konsensusmotiv 
(Abb. 3. 4 G, H) in der Poly-Prolin-Domäne gebunden. Im Gegensatz dazu zeigte Profilin 
eine Bindung entlang der gesamten Poly-Prolin-Domäne von N-WASP wie dem Bindemuster 
auf dem „Peptide Scan“ zu entnehmen ist (Abb. 3. 4 F). 
 
 
 
Abb. 3. 4. Nck1 bindet an P5XR-Motive in der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne. 
„Peptide Scan Overlay“ der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne mit Einzel-SH3-Domänen von Nck, Grb2 und 
IRSp53, sowie mit Profilin als GST-Fusionsproteine, jeweils in gleicher Konzentration eingesetzt, die mit einem 
monoklonalen α-GST Antikörper und Chemilumineszenz detektiert wurden. Eine schematische Darstellung (A) 
des „Peptide Scans“ macht die Verteilung der Peptid „Spots“ ersichtlich. Die aufgebrachten, synthetischen 
Peptide hatten eine Länge von 15 Aminosäuren und eine Überschneidung von jeweils neun Aminosäuren mit 
den vorangegangenen und nachfolgenden in der Aminosäuresequenz. In der GST-Kontrolle (B) zeigte sich eine 
nur geringe unspezifische Bindung von GST. Die Einzel-SH3-Domänen von Nck (die erste (C), die zweite (D) 
und die dritte (E)) zeigten unabhängig voneinander eine Bindung an ein fünffach vorkommendes P5XR-
Konsensusmotiv. Eine ebensolche Bindung wurde auch für die Einzel-SH3-Domänen von Grb2 (die erste (G) 
und die zweite (H)) gezeigt. Profilin2 (F) zeichnete sich hingegen durch eine Bindung entlang der gesamten N-
WASP-Poly-Prolin-Domäne aus. Die SH3-Domäne von IRSp53 (I) wurde nur schwach von den P5XR-Motiven 
und dem C-terminalen Konsensusmotiv freien Bereich der Poly-Prolin-Domäne gebunden. 
 
 
Die Quantifizierung standardisiert aufgebrachter und anschließend gebundener GST-
Fusionsproteine erfolgte über das mit einer CCD-Kamera detektierte Chemilumineszenz-
Signal des Peroxidase-gekoppelten Sekundär-Antikörpers. Der direkte Vergleich der 
Quantifizierungen gebundener GST-Fusionsproteine kann als tendenzielle Aussage 
verstanden werden, da für jede Domäne nur zwei unabhängige Versuche durchgeführt 
wurden. Es zeigten sich deutlich die starken Affinitätsunterschiede einzelner SH3-Domänen 
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eines Proteins als auch solche verschiedener SH2/SH3-Adapterproteine (Abb. 3. 5). Es ließ 
sich zwar für alle SH3-Domänen von Nck1 eine Bindung an die fünf P5XR-Motive 
nachweisen, jedoch war die Bindung der dritten SH3-Domäne von Nck1 an das zweite P5XR-
Motiv am stärksten. In der Literatur wurde hingegen dargelegt, dass die zweite SH3-Domäne 
von Nck1 in vitro die stärkste Bindung an die N-WASP-Poly-Prolin-Domäne aufweist 
(Rohatgi et al., 2001). Im Vergleich mit der Bindung von Nck1-SH3-3 wurde jedoch die 
zweite (C-terminale) Domäne von Grb2 insgesamt stärker gebunden, und zwar an das dritte 
und vierte P5XR-Motiv. Demzufolge ist es wahrscheinlich, dass die Wirkung von Grb2 durch 
die Interaktion seiner C-terminalen SH3-Domäne mit der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP 
vermittelt wird, was sich in GST „pull down“ Experimenten im Rahmen dieser Arbeit 
bestätigen ließ (nicht gezeigt) und darüber hinaus bereits beschrieben wurde (Carlier et al., 
2000).  
Auch Profilin (vor allem Profilin2) zeigte eine Bindung besonders an den Bereich des dritten 
und vierten P5XR-Motivs der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne, darüber hinaus zeichnete sich 
Profilin aber auch durch eine Interaktion mit dem C-terminalen Konsensusmotiv-freien Teil 
der Poly-Prolin-Domäne aus. Das Vorhandensein mehrerer Wiederholungen von Prolin-
Abfolgen von vier bis fünf Prolinen schien hinreichend für die Bindung von Profilin zu sein. 
Gesteigert wurde die Affinität von Profilin hingegen zu Bereichen, in denen wie in den P5XR-
Motiven nach den Prolinen eine beliebige unpolare Aminosäure folgte, dies entspricht den 
beschriebenen generellen Bindungseigenschaften von Profilin (Perelroizen et al., 1994; 
Witke, 2004; Witke et al., 1998). Profilin2 zeigte gegenüber Profilin1 eine sehr viel größere 
Affinität zur N-WASP-Poly-Prolin-Domäne. Profilin1 und -2 unterscheiden sich strukturell 
kaum, allerdings zeichnet sich Profilin2 in Bezug auf die Bindung Prolin-reicher Liganden 
allgemein durch eine höhere Affinität aus, die durch einen zusätzlichen aromatischen Rest 
von Proflin2 in der schon für Profilin1 beschriebenen Poly-Prolin-Bindungsstelle vermittelt 
wird (Nodelman et al., 1999). 
Die SH3-Domäne von IRSp53 zeichnete sich lediglich durch eine schwache Interaktion mit 
dem P5XR-Konsensusmotiv, aber auch mit dem C-terminalen Teil der Poly-Prolin-Domäne 
(Abb. 3. 4 I und Abb. 3. 5) aus. Da für IRSp53 weder eine Rekrutierung an die bakterielle 
Oberfläche von Shigella nachgewiesen werden konnte, noch die Bindung in vitro an „Peptide 
Scans“ der Poly-Prolin-Domäne besonders stark war, konzentrieren sich die weiteren Studien 
auf die SH3-Domänen von Nck und Grb2. 
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Abb. 3. 5. Zusammenfassende Darstellung der „Peptide Scan Overlay“ Analyse der Bindung von SH3-
Domänen und Profilin an die N-WASP-Poly-Prolin-Domäne. 
Übersicht der Bindungen der Einzel-SH3-Domänen von Nck1, Grb2, IRSp53 sowie von Profilin 1 und 2 an die 
fortschreitend überlappenden Peptide der Wildtyp-Poly-Prolin-Domäne von N-WASP, gezeigt durch detektierte 
Chemilumineszenz-Intensität *105 (Integral abzüglich Hintergrund (Bkg) *105 in Light Absorbance Units 
[LAU]). Unter den SH3-Domänenproteinen zeigte vor allem die zweite SH3-Domäne von Grb2 die größte 
Affinität und zwar besonders zu dem dritten und vierten P5XR-Motiv, wohingegen die dritte SH3-Domäne von 
Nck1 die größte Affinität von den SH3-Domänen von Nck1 aufwies (besonders zum zweiten Motiv). Profilin 
zeigte demgegenüber eine Bindung aller Bereiche, in denen zumindest vier Proline in Reihe vorkamen. Für die 
Quantifizierung wurden die Durchschnittswerte aus jeweils zwei unabhängigen Experimenten gebildet. 
 
3.3 Generierung einer SH3-bindungsdefizienten N-WASP-Mutante 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der Interaktion von SH2/SH3-
Adapterproteinen und Profilin mit N-WASP in der intrazellulären Motilität von S. flexneri 
aufzuklären. Dazu sollte eine Mutante von N-WASP generiert werden, bei der die Interaktion 
mit SH3-Domänen stark eingeschränkt oder sogar ausgeschlossen ist. Um zu klären, welche 
Aminosäuren in den fünf P5XR-Motiven für die Bindung der SH3-Domänen von Bedeutung 
sind, wurden weitere Analysen mit „Peptide Scans“ durchgeführt, in denen der Reihe nach 
Aminosäuren ausgetauscht wurden. 
Da für Profilin kein definiertes Bindemotiv in den zuvor beschriebenen Analysen gefunden 
werden konnte, wurde auch nicht wie bei der SH3-Interaktion versucht, auf der Basis von 
„Peptide Scan“ Analysen durch gezielte Aminosäure-Austausche mit der Profilin Bindung zu 
interferieren. Profilin wurde jedoch auf seine Bindungseigenschaften hin mit den für die SH3-
Domänen konzipierten „Peptide Scans“ getestet, um die Bindung von Profilin näher zu 
charakterisieren. 
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3.3.1 Bestimmte Aminosäuren sind nicht austauschbar im P5XR-
Konsensusmotiv 
Um die Relevanz einzelner Aminosäuren im P5XR-Konsensusmotiv für die Bindung von 
SH3-Domänen zu ermitteln, wurde eine 21 Aminosäuren lange Sequenz ausgewählt, welche 
das erste P5XR-Motiv sowie flankierende Aminosäuren umfasste. In dieser Sequenz wurden 
einzeln alle 21 Positionen auf einem „Peptide Scan“ durch alle Aminosäuren ersetzt (420 
„Spots“, „Scan“ Design siehe 2.7.5). In einem „Peptide Scan Overlay“ Experiment wurde 
exemplarisch die Affinität der zweiten SH3-Domäne von Nck1 zur Wildtyp-Sequenz und zu 
veränderten Sequenzen quantifiziert (durch detektierte Chemilumineszenz-Intensität des 
immunologischen Nachweises). Da sich eine Behandlung zur vollständigen Entfernung 
gebundener Proteine vorangegangener Experimente - wie in Kapitel 2.7.6 beschrieben - nicht 
mit zufriedenstellendem Ergebnis durchführen ließ, ließ sich der „Scan“ nur für ein 
Experiment nutzen, so dass die unten gezeigten Ergebnisse lediglich als eine Tendenz 
verstanden werden können. Das Signal des „Peptide Scans“ mit dem Wildtyp-Motiv wurde 
auf eins normalisiert und mit den normalisierten Signalen desselben „Peptide Scans“ mit 
veränderten Sequenzen verglichen. Dabei zeigte sich, dass das erste und dritte Prolin im 
P5XR-Konsensusmotiv nicht essentiell für die Bindung der zweiten SH3-Domäne von Nck 
war, wohingegen die Proline an Position zwei und vier fast durch keine andere Aminosäure 
ersetzt werden konnten (Abb. 3. 6 und Abb. 3. 7). 
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Abb. 3. 6. Bindung von GST-Nck1-SH3-2 in der Aminosäure-Austausch-Analyse der ersten und zweiten 
Position im P5XR Konsensus-Motiv. 
Relative Affinität von GST-Nck1-SH3- im „Peptide Scan Overlay“ (ein Experiment). Die Aminosäure Prolin an 
erster Position (farbig) im P5XR-Konsensusmotiv war nicht essentiell für die Bindung der SH3-Domäne von 
Nck1. Ein Ersatz des Prolins an zweiter Position (grau) senkte immer die Affinität der SH3-Domäne von Nck1 
an das Motiv. Das Signal des „Peptide Scans“ mit dem Wildtyp-Motiv (markiert mit *) wurde auf eins 
normalisiert und mit den normalisierten Signalen desselben „Scans“ mit veränderten Sequenzen in Relation 
gesetzt. 
 
**
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Abb. 3. 7. Bindung von GST-Nck1-SH3-2 in der Aminosäure-Austausch-Analyse der dritten und vierten 
Position im P5XR Konsensus-Motiv. 
Relative Affinität der zweiten SH3-Domäne von Nck1 fusioniert an GST im „Peptide Scan Overlay“, ermittelt 
in einem Experiment. Die Aminosäure Prolin an dritter Position (farbig) im P5XR-Konsensusmotiv war nicht 
essentiell, an vierter Position (grau) sehr wohl bedeutend für die Bindung der zweiten SH3-Domäne von Nck1. 
Das Signal des „Peptide Scans“ mit dem Wildtyp-Motiv (markiert mit *) wurde auf eins normalisiert und mit 
den normalisierten Signalen desselben „Scans“ mit veränderten Sequenzen in Relation gesetzt. 
 
Wenn man entlang des P5XR-Konsensusmotiv voranschreitet, zeigt sich, dass beim Ersatz des 
Prolins an Position fünf durch jede andere Aminosäure die Affinität der zweiten SH3-Domäne 
von Nck1 auf mindestens auf die Hälfte reduziert wurde (Abb. 3. 8). Die Aminosäure Alanin 
an sechster Position im P5XR-Konsensusmotiv konnte nur durch Cystein oder Prolin 
gleichwertig ersetzt werden. Interessant ist jedoch, dass der Einsatz von Arginin an dieser 
Stelle die Affinität der SH3-Domäne von Nck1 um das 2,5-fache steigerte (Abb. 3. 8).  
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Abb. 3. 8. Bindung von GST-Nck1-SH3-2 in der Aminosäure-Austausch-Analyse der Positionen fünf und 
sechs im P5XR Konsensus-Motiv.  
Relative Affinität der zweiten SH3-Domäne von Nck1 fusioniert an GST im „Peptide Scan Overlay“, ermittelt 
in einem Experiment. Die fünfte Position (Prolin) (farbig) im SH3-Bindemotiv war entscheidend für die 
Funktionalität des Motivs. Beim Austausch von Alanin an Position sechs (grau) wurde die Affinität der SH3-
Domäne von Nck1 im Fall des Einsatzes von Cystein und vor allem Arginin erheblich angehoben. Das Signal 
des „Peptide Scans“ mit dem Wildtyp-Motiv (markiert mit *) wurde auf eins normalisiert und mit den 
normalisierten Signalen desselben „Scans“ mit veränderten Sequenzen in Relation gesetzt. 
**
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Abb. 3. 9. Bindung von GST-Nck1-SH3-2 in der Aminosäure-Austausch-Analyse der Positionen sieben im 
bzw. an erster Position  nachfolgend dem P5XR Konsensus-Motiv.  
Relative Affinität der zweiten SH3-Domäne von Nck1 fusioniert an GST im „Peptide Scan Overlay“, ermittelt 
in einem Experiment. Wurde Arginin an Position sieben (farbig) nach der Abfolge von Prolinen ausgetauscht, so 
war die Affinität der SH3-Domäne erheblich herabgesetzt, ein Einsatz von Arginin in die Position danach (grau) 
steigerte die Affinität um mehr als das 2,5-fache. Das Signal des „Peptide Scans“ mit dem Wildtyp-Motiv 
(markiert mit *) wurde auf eins normalisiert und mit den normalisierten Signalen desselben „Scans“ mit 
veränderten Sequenzen in Relation gesetzt. 
 
 
Ein Austausch der Aminosäure Arginin an Position sieben hatte dramatische Folgen für die 
Bindung der zweiten SH3-Domäne von Nck1, außer im Fall von Cystein, war die Affinität in 
jedem anderen Fall um mindestens 70% reduziert (Abb. 3. 9). 
Wurde die Aminosäure Glycin an erster Position nach dem P5XR-Konsensusmotiv 
ausgetauscht, so ergaben sich mit Cystein und der basischen Aminosäure Lysin an dieser 
Position leicht erhöhte Affinitäten der SH3-Domäne von Nck1, mit Arginin hingegen eine um 
mehr als 2,5-fach erhöhte Affinität zum P5XR-Konsensusmotiv (Abb. 3. 9). Die basische 
Aminosäure Arginin scheint also an der Position nach den fünf Prolinen für die Bindung von 
SH3-Domänen von entscheidender Bedeutung zu sein. Demzufolge ging ein Ersatz der nun 
folgenden Aminosäure Arginin an zweiter Position nach dem P5XR-Konsensusmotiv außer 
bei Cystein immer mit einem Affinitätsverlust einher (Abb. 3.10). Die darauffolgende 
Aminosäure Glycin an Position drei nach dem Motiv konnte nur durch die basische 
Aminosäure Lysin ausgetauscht werden, Cystein, Serin und wieder Arginin steigerten die 
Affinität der SH3-Domäne von Nck1 zum P5XR-Konsensusmotiv sehr stark (Abb. 3. 10). 
 
 
*
*
                                                                                                                                               3 Ergebnisse 
 80
PPPHSSG-PPPPPAR-GRGAPPP
0
0,5
1
1,5
2
2,5
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W YR
el
at
iv
e 
C
he
m
ilu
m
in
es
ze
nz
 
Abb. 3. 10. Bindung von GST-Nck1-SH3-2 in der Aminosäure-Austausch-Analyse der zweiten und dritten 
Position nachfolgend dem P5XR Konsensus-Motiv. 
Relative Affinität der Einzel-SH3-Domäne von Nck1 fusioniert an GST im „Peptide Scan Overlay“, ermittelt in 
einem Experiment. Ein Austausch von Arginin an Position zwei (farbig) nach dem P5XR-Konsensusmotiv 
verringerte in jedem Fall außer für Cystein die Affinität der SH3-Domäne, ein Ersatz an der folgenden Position 
(grau) steigerte die Affinität immens, wenn Cystein, Serin oder Arginin an dieser Stelle standen. Das Signal des 
„Peptide Scans“ mit dem Wildtyp-Motiv (markiert mit *) wurde auf eins normalisiert und mit den normalisierten 
Signalen desselben „Scans“ mit veränderten Sequenzen in Relation gesetzt. 
 
 
Der gesamte „Peptide Scan“ für diese Analyse umfasste wie in den Abbildungen angegeben 
sieben Aminosäuren vor und ebenso nach dem Bindemotiv. Die Sequenz der Aminosäuren 
vor dem Konsensusmotiv hatte keine Auswirkungen auf die Bindung von SH3-Domänen, 
ebenso wie über drei Aminosäuren entfernte nach dem Motiv (Ergebnisse nicht gezeigt). 
 
3.3.2 Die Position der basischen Aminosäure Arginin ist kritisch für die 
Bindung von SH3-Domänen 
Durch die unter 3.3.1 beschriebenen Analysen deutete sich an, dass die Existenz der 
Aminosäure Arginin an Position sieben nach der Reihe von fünf Prolinen für die Bindung von 
SH3-Domänen überaus bedeutend ist. Dies wurde durch weitere „Peptide Scan Overlay“ 
Experimente eindeutig bestätigt, wie nachfolgend beschrieben ist. 
In dem in Abb. 3. 11 beschriebenen 15 Peptide umfassenden „Scan“ durchläuft die 
Aminosäure Arginin sukzessive eine Sequenz aus je fünf Alaninen, Prolinen und Alaninen 
(A5P5A5). Da von diesem Scan wieder nur eine begrenzte Anzahl zur Verfügung stand, 
konnte jedes GST-Protein separat auf jeweils nur einem Scan in einem Experiment untersucht 
werden. Hier gezeigt werden die Ergebnisse der „Peptide Scan Overlay“ Experimente mit der 
zweiten und dritten SH3-Domäne von Nck1, der zweiten SH3-Domäne von Grb2 und mit 
Profilin2. Die SH3-Domänen von Nck1 und Grb2 zeigten die größte Affinität (gezeigt durch 
detektierte Chemilumineszenz-Intensität des immunologischen Nachweises) zu Motiven, bei 
* *
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denen Arginin entweder vor oder nach der Reihe von fünf Prolinen lokalisiert ist (Scan 
Positionen 2-5 und 10-15), wohingegen ein Austausch eines der fünf zentralen Proline durch 
Arginin die Affinität verringerte („Scan“ Positionen 6-8). Die Bindung von Profilin hingegen 
(grün dargestellt in Abb. 3. 11) wurde weniger beeinträchtigt durch die Position der 
Aminosäure Arginin. 
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1. 
 
  RAAAAPPPPPAAAAA 
 
6. 
   
  AAAAARPPPPAAAAA 
 
11. 
   
  AAAAAPPPPPRAAAA 
2.   ARAAAPPPPPAAAAA 7.   AAAAAPRPPPAAAAA 12.   AAAAAPPPPPARAAA 
3.   AARAAPPPPPAAAAA 8.   AAAAAPPRPPAAAAA 13.   AAAAAPPPPPAARAA 
4.   AAARAPPPPPAAAAA 9.   AAAAAPPPRPAAAAA 14.   AAAAAPPPPPAAARA 
5.   AAAARPPPPPAAAAA 10.   AAAAAPPPPRAAAAA 15.   AAAAAPPPPPAAAAR 
 
Abb. 3. 11. Die Position der Aminosäure Arginin beeinflusst die Affinität von SH3-Domänen. 
Übersicht der Bindung der GST-fusionierten Einzel-SH3-Domänen von Nck1, Grb2 und von Profilin 2 an die 
aufgeführten 15 Peptide (1-15), gezeigt durch detektierte Chemilumineszenz-Intensität *104 des 
immunologischen Nachweises (Integral abzüglich Hintergrund (Bkg) *104 in Light Absorbance Units [LAU]), 
Ergebnisse jeweils aus einem unabhängigen Experiment. Die SH3-Domänen zeigten eine verstärkte Affinität zu 
Motiven, in denen die Abfolge von Prolinen von der Aminosäure Arginin flankiert wurde, wohingegen die 
Bindung von Profilin dadurch kaum beeinflusst wurde. 
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Damit bestätigt sich die Wichtigkeit der Position der basischen Aminosäure neben der Reihe 
von Prolinen für die Interaktion mit SH3-Domänen. Ob Arginin vor oder nach den Prolinen 
steht, ist für die Affinität der SH3-Bindung scheinbar unerheblich. Dies bestimmt lediglich 
die Orientierung des Liganden. Die Bindungsorientierung erlaubt eine Klassifizierung der 
Bindung nach Klasse I oder II (Feng et al., 1994; Lim et al., 1994). Die Spezifität der 
Bindungsstelle wird unter anderem durch diese der Kernsequenz „PxxP“ benachbarten 
basischen Aminosäuren gewährleistet („P“ für Prolin, „x“ für beliebige Aminosäure) (Yu et 
al., 1994) (siehe Kapitel 1.7.1). 
 
3.3.3 Durch den Austausch basischer gegen neutrale Aminosäuren wird die 
Bindung von SH3-Domänen an das P5XR-Konsensus-Bindemotiv 
eingeschränkt 
In einem weiteren „Peptide Scan Overlay“ Experiment wurde das Bindungsverhalten an die 
fünf P5XR-Konsensusmotive mit dem Bindungsverhalten an Motive verglichen, in denen eine 
oder zwei basische Arginine vor und nach dem „P5“-Prolinabschnitt gegen neutrale Alanine 
ausgetauscht wurden. Gezeigt sind in Abb. 3. 12 Ergebnisse aus Einzelexperimenten mit den 
GST-fusionierten SH3-Domänen von Nck1 und Grb2, sowie mit GST-Profilin2. Die SH3-
Domänen von Nck1 zeigten - mit Ausnahme der ersten SH3-Domäne von Nck1 am ersten 
P5XR-Motiv – eine um mindestens 60%, in einigen Fällen um 80% eingeschränkte Bindung 
an einfach bzw. zweifach veränderte Motive. Die zweite SH3-Domäne von Grb2 zeichnete 
sich im durchgeführten Experiment nicht eindeutig durch einen Affinitätsverlust bezogen auf 
die veränderten Motive aus. Da jedoch nur ein Experiment durchgeführt wurde, kann an 
dieser Stelle nicht auf eine Relevanz dieser unerwartet starken Bindung an das veränderte 
Motiv geschlossen werden. Das Ergebnis für Profilin hingegen war eindeutig – Profilin2 
veränderte seine Bindungseigenschaften nicht beim Austausch basischer durch neutrale 
Aminosäuren in allen fünf P5XR-Konsensusmotiven. 
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Abb. 3. 12. Der Arginin/Alanin-Austausch im P5XR-Konsensusmotiv beeinträchtigt massiv die Bindung 
der SH3-Domänen von Nck. 
Vergleich der Bindung GST-fusionierter Einzel-SH3-Domänen bzw. GST-Profilins an das Wildtyp-P5XR-
Konsensusmotiv und an Motive mit Arginin (R)/ Alanin (A)-Austausch auf je einem Scan. Das Signal des 
„Peptide Scans“ mit dem Wildtyp-Motiv wurde auf eins normalisiert und mit den normalisierten Signalen 
desselben „Scans“ mit veränderten Sequenzen verglichen, gezeigt durch relative Chemilumineszenz-Intensitäten 
des immunologischen Nachweises. Die Bindung der SH3-Domänen von Nck1 an Motive mit R/A-Austausch 
war drastisch eingeschränkt verglichen mit den Wildtyp-Motiven, wohingegen die Bindung Profilins durch die 
Veränderung des Motivs nicht beeinträchtigt wurde. 
 
 
Das Signal des „Peptide Scans“ mit dem Wildtyp-Motiv wurde auf eins normalisiert und mit 
den normalisierten Signalen desselben „Scans“ mit veränderten Sequenzen verglichen 
(relative Chemilumineszenz). Der exemplarische Vergleich der Bindung der dritten SH3-
Domäne von Nck1 und von Profilin2 an Wildtyp- und veränderte Motive fasst die unter Abb. 
3. 12 dargestellten Ergebnisse wie folgt zusammen. Während die Bindung von Profilin durch 
einen Arginin/ Alanin-Austausch in den fünf P5XR-Motiven nicht beeinflusst wird, ist die 
Bindung von Nck1-SH3-3 an veränderte Motive stark eingeschränkt (Abb. 3. 13). 
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Abb. 3. 13. Die Bindung der dritten SH3-Domäne von Nck1 an das veränderte Konsensusmotiv 
(R/AX2P5XA) ist drastisch reduziert. 
Der Austausch von einer bzw. zwei der basischen Aminosäuren des Konsensusmotivs vermindert drastisch die 
Affinität der SH3-Domäne von Nck1 in vitro an Bindemotive der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne. Die 
Darstellung fasst die in Abb. 3. 12 gezeigten Ergebnisse in Mittelwerten (Standardfehler ist angegeben) 
zusammen. Der Durchschnitt wurde jeweils aus den an fünf P5XR-Motiven erreichten normalisierten 
Chemilumineszenzen (RX2P5XA bzw. AX2P5XA : RX2P5XR) ermittelt. Beim Vergleich des Bindeverhaltens 
fällt auf, dass die Bindung der dritten SH3-Domäne von Nck1 bis auf weniger als 20% reduziert ist, 
demgegenüber ist die Bindung von Profilin nicht beeinträchtigt. 
 
 
3.3.4 Generierung einer punktmutierten Variante von N-WASP 
Die vorab beschriebenen „Peptide Scan“ Analysen legten nahe, dass eine Mutation der 
Arginine in den P5XR-Motiven zu Alaninen die Bindung der untersuchten SH3-Domänen an 
die Poly-Prolin-Domäne von N-WASP negativ beeinflussen könnte. Um zu analysieren, ob 
sich dies in einer reduzierten Motilität von Shigella niederschlagen würde, wurde mit dem 
unter 2.6.17 beschriebenen Verfahren der “site-directed“ Mutagenese eine Punktmutante 
generiert. Auf diese Weise wurden Mutationen in pEGFP-N-WASP eingeführt, so dass die 
resultierende N-WASP5xm-Mutante in allen P5XR-Motiven Alanine (A) anstatt Arginine (R) 
aufweist. Aus den fünf P5XR-Motiven wird somit „P5XA“, im Detail umfasst diese Mutante 
folgende Mutationen: R281A, R302A, R313A, R326A, R338A. Die Mutante N-WASP5xm3 
zeichnet sich durch weitere Mutationen aus, es wurden zusätzlich basische Aminosäuren 
durch Alanine ersetzt, die sich jeweils vor den ersten drei P5XR-Motiven befinden. Es handelt 
sich hierbei um folgende Aminosäureaustausche: R270A, R271A (vor dem ersten Motiv), 
H292A (vor dem zweiten Motiv), R304A (vor dem dritten Motiv) (siehe Abb. 3. 14). 
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Abb. 3. 14. Aminosäureaustausche in der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne in den Konstrukten                   
„N-WASP5xm“ und *„N-WASP5xm3“. 
Die Darstellung zeigt einen Ausschnitt aus der Aminosäuresequenz der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne, in die 
die folgenden Aminosäure-Austausche durch Mutationen eingeführt wurden: N-WASP5xm: R281A, R302A, 
R313A, R326A, R338A; *zusätzliche Austausche bei N-WASP5xm3: R270A, R271A, H292A, R304A. Die 
P5XR-Motive sind durch Fettdruck hervorgehoben. 
 
 
3.3.5 Die Bindung von SH3-Domänen an N-WASP5xm3 ist stark eingeschränkt 
Das Konstrukt pEGFP-N-WASP5xm3 erlaubt die ektopische Expression einer SH3-
Domänen-bindungsdefizienten Mutante von N-WASP in N-WASP-defekten Zellen. Damit 
kann der Einfluss der direkten Bindung von SH3-Domänen an N-WASP auf die intrazelluläre 
Motilität von S. flexneri untersucht werden. Zunächst wurde die Einschränkung der Bindung 
von SH3-Domänen an diese Mutante in GST „pull down“ Experimenten bestätigt. 
Standardisiert im großen Überschuss eingesetzte GST-gekoppelte Einzel-SH3-Domänen von 
Nck1, Nck2 und Grb2 wurden an Gluthathione-Sepharose immobilisiert und mit Zell-Lysaten 
(durch Triton X-100-Aufschluss hergestellt) inkubiert. Diese Lysate waren aus B16F1-
Mausmelanom-Zellen, welche transient GFP-markiertes N-WASP, N-WASPΔPP, N-
WASP5xm oder N-WASP5xm3 exprimierten (siehe 2.7.7). 
Sowohl die SH3-Domänen von Nck1 als auch von Nck2 präzipitierten GFP-Wildtyp-N-
WASP mit hoher Effizienz. Währenddessen verblieben die N-WASP-Mutanten GFP-N-
WASP5xm sowie -N-WASP5xm3 nach dem Präzipitationsschritt in großer Menge im 
Überstand (ÜS. in Abb. 3. 15) und nur eine schwache Bande konnte im Präzipitat (Präz. in 
Abb. 3. 15) detektiert werden. Auch die zweite SH3-Domäne von Grb2 „Grb2-SH3-2“ 
reicherte GFP-N-WASP im Präzipitat an, die Mutante GFP-N-WASP5xm3 war jedoch 
sowohl im Überstand als auch im Präzipitat vorhanden.  
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Abb. 3. 15. GST „pull down“ Experimente mit Nck1/2-, Grb2-SH3-Domänen bestätigen die starke 
Beeinträchtigung der Bindung an N-WASP5xm3. 
GST „pull down“ Experimente mit Einzel-SH3-Domänen von Nck1, Nck2 und Grb2 - wie angegeben - und 
Lysaten aus B16F1- Zellen, die transient GFP-N-WASP (~100 kD) bzw. -N-WASP5xm3 und -N-WASPΔPP 
(~70 kD) exprimierten, zeigten, dass die Bindung von SH3-Domänen an GFP-N-WASP5xm3 (2. Spalte) im 
Vergleich zu GFP-Wildtyp-N-WASP (1. Spalte) stark eingeschränkt war. In der Kontrolle (dritte Spalte) wurde 
ein Lysat aus GFP-N-WASPΔPP exprimierenden Zellen eingesetzt, hier zeigte sich erstaunlicherweise eine – 
wenn auch schwache - Bindung von SH3-Domänen an GFP-N-WASPΔPP (~72 kD), dem die gesamte Poly-
Prolin-Domäne fehlt. Im Präzipitat des in der 3. Spalte aufgeführten Versuchs handelt es sich bei der unteren 
Bande im Präzipitat (Präz.) um angereichertes endogenes (Wildtyp) N-WASP (~69 kD). Die verschiedenen 
GST-SH3-Domänen wurden standardisiert in großem Überschuss eingesetzt. Lysate, Überstände und Präzipitate 
wurden mittels Immunoblot mit einem polyklonalen α-N-WASP Antikörper analysiert. 
 
 
Überraschenderweise zeigte sich in Kontrollexperimenten eine Bindung der SH3-Domänen 
von Nck1 an die Deletionsmutante GFP-N-WASPΔPP, welcher die gesamte 
Interaktionsoberfläche für SH3-Interaktionen, nämlich die Poly-Prolin-Domäne fehlt. Im 
Präzipitat zeigte sich neben der schwachen Bande des überexprimierten GFP-markierten 
Deletionsproteins (~72 kD) die Anreicherung des endogenen (Wildtyp) N-WASP, welches 
etwa 69 kD groß ist. Der überwiegende Teil des transient in B16-Zellen exprimierten Proteins 
verblieb ebenso wie die Punktmutanten GFP-N-WASP5xm und -N-WASP5xm3 ungebunden 
im Überstand. Fraglich ist nun, ob GFP-N-WASPΔPP als Teil eines Multiproteinkomplexes 
aus B16-Zellen präzipitiert und daher über eine indirekte Interaktion (z.B. über WIP) an die 
SH3-Domänen von Nck1 gebunden wurde. In N-WASP-defekten Zellen, die GFP-N-
WASPΔPP re-exprimierten, wurde in analogen GST-„pull down“ Experimenten ebenso eine 
schwache Bindung dieser Deletionsmutante an die SH3-Domänen von Nck beobachtet (nicht 
gezeigt). Damit zeigt die generierte Punktmutante N-WASP5xm3 eine in ähnlichem Maße 
beeinträchtigte Bindung von SH3-Domänen wie die Deletionsmutante GFP-N-WASPΔPP. 
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Immobilisiertes GST an sich bindet kein N-WASP (Abb. 3. 15), das Protein verblieb bei 
Inkubation mit diesem immobilisierten Proteinanhang nach der Präzipitation im Überstand, so 
dass eine unspezifische GST-vermittelte Bindung ausgeschlossen werden kann. 
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Abb. 3. 16. Die Bindung von N-WASP5xm3 an SH3-Domänen von Nck1 ist stark eingeschränkt. 
Die Anreicherungen wurden aus dem Verhältnis des Chemilumineszenz-Signals von detektiertem N-WASP 
bzw. N-WASP5xm3 im Präzipitat zu dem im Lysat ermittelt. Die Anreicherung von N-WASP durch die 
verschiedenen SH3-Domänen der in Abb. 3. 15 exemplarisch gezeigten GST „pull down“ Experimente wurde 
auf eins normalisiert und mit der normalisierten Anreicherung von N-WASP5xm3 verglichen. Die 
Anreicherungen von N-WASP5xm3 sind bei den SH3-Domänen von Nck1 um über 95% gesenkt im Vergleich 
zur Anreicherung von Wildtyp-N-WASP. Die Anreicherung von N-WASP5xm3 durch Grb2-SH3-2 ist um 63% 
gesenkt im Vergleich zur Anreicherung von Wildtyp-N-WASP. 
 
 
Das Verhältnis des Chemilumineszenz-Signals (des immunologischen Nachweises) von N-
WASP im Präzipitat zu N-WASP im Lysat zeigt die starke Anreicherung von N-WASP durch 
die SH3-Domänen von Nck1, Nck2 und Grb2. Im Vergleich dazu reicherten die SH3-
Domänen von Nck1/2 N-WASP5xm3 nicht an. Die zweite SH3-Domäne von Grb2 zeigte eine 
stark eingeschränkte Bindung an die Mutante N-WASP5xm3. Demzufolge ist Bindung von 
SH3-Domänen an diese Mutante drastisch gestört (Abb. 3. 16). 
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3.4 Quantifizierung der Geschwindigkeit von Shigella in 
Abhängigkeit der Interaktion von N-WASP mit Nck 
Das humanpathogene Bakterium Shigella flexneri ist in der Lage, das zelluläre Protein N-
WASP zur Induktion der Polymerisation von Aktin auf der bakteriellen Oberfläche zu 
rekrutieren (Egile et al., 1999; Lommel et al., 2001; Snapper et al., 2001; Suzuki et al., 1998; 
Suzuki et al., 2002). Dabei aktiviert das bakterielle Oberflächenprotein IcsA/VirG N-WASP, 
was letztlich zur Rekrutierung und Aktivierung des Arp2/3 Komplexes führt (Egile et al., 
1999). Für eine optimale Aktivität von N-WASP ist aber offenbar das Einwirken weiterer 
zellulärer Liganden von N-WASP nötig. Denn in vorangegangenen Arbeiten deutete sich an, 
dass sich die Formation von Aktinschweifen von S. flexneri in N-WASP defekten Zellen 
durch die ektopische Expression einer Deletionsmutante von N-WASP nur eingeschränkt 
wieder herstellen ließ (Lommel et al., 2001). Dieser N-WASP-Deletionsmutante fehlte die 
gesamte Poly-Prolin-Domäne, womit das Einwirken weiterer zellulärer Faktoren, die sich 
„downstream“ von N-WASP befanden, unterbunden wurde und die intrazelluläre Motilität 
wahrscheinlich beeinträchtigt wurde. Die Analyse der Rolle der Interaktoren der Poly-Prolin-
Domäne von N-WASP wie der SH2/SH3-Adapterproteine Nck1/2 und Profilin in der 
intrazellulären Motilität von S. flexneri ist damit der Kern dieser Arbeit.  
Die Untersuchung der bakteriellen Geschwindigkeit in Abhängigkeit der Interaktionen der N-
WASP-Poly-Prolin-Domäne wurde mit Hilfe N-WASP-defekter Zelllinien (Lommel et al., 
2001) und Nck1/2 Doppel-„knockout“-Zelllinien (Bladt et al., 2003) durchgeführt. In 
Ermangelung eines Zelltyps, der sich durch eine Grb2-Defizienz auszeichnete, konnte dieses 
SH2/SH3-Adapterprotein bezüglich seiner Rolle in der Motilität von S. flexneri nicht 
untersucht werden. Die in dieser Arbeit gezeigte Lokalisation von Grb2 an der bakteriellen 
Oberfläche (siehe Kapitel 0) deutet jedoch auf eine Bedeutung dieses Proteins für den 
Bewegungsprozess von S. flexneri hin.  
Wie beschrieben verstärkt Profilin in vitro die N-WASP-vermittelte Aktinnukleation, wobei 
die Fähigkeit Profilins Poly-Prolin-Bereiche binden zu können, wichtig zu sein scheint (Yang 
et al., 2000). Diesem G-Aktin-bindenden Protein wird eine bedeutende Rolle bei der 
intrazellulären Bewegung von Shigella zugesprochen (Egile et al., 1999; Mimuro et al., 
2000). Die eingehende Analyse der in vivo Relevanz der Profilin – N-WASP Interaktion war 
jedoch nicht möglich, da Profilin kein definiertes Bindemotiv in der Poly-Prolin-Domäne 
erkannte. Damit ließ sich keine für die Profilin-Bindung defekte Punktmutante von N-WASP 
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analog zu der SH3-Domänen-bindungsdefiziente Mutante N-WASP-5xm3 generieren. 
Außerdem stand keine Profilin-defekte Zelllinie zur Verfügung. 
3.4.1 Stabile Re-Expression von Nck bzw. N-WASP in Nck1/2 – bzw. N-WASP-
defekten Zellen 
Der Einfluss der Interaktion von Nck mit N-WASP bei der intrazellulären Motilität von 
Shigella wurde mit Hilfe von Geschwindigkeitsanalysen motiler Bakterien in infizierten N-
WASP-defekten bzw. Nck1/2-defizienten Zellen, die mit verschiedenen GFP-Konstrukten 
rekonstituiert wurden, untersucht. Dafür wurden die verschiedenen Zelllinien am Vortag auf 
Deckgläschen ausgesät. Die Invasion wurde nach zwei Stunden durch Überführen der Zellen 
in Gentamicin haltiges Medium abgebrochen (siehe 2.9.5). Demzufolge waren die Zellen 
nicht gänzlich infiziert. Da für die Geschwindigkeitsanalysen eine Vielzahl motiler Bakterien 
beobachtet werden musste, war es notwendig Zelllinien zu generieren, die die entsprechenden 
GFP-Konstrukte stabil re-exprimierten. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass jede 
infizierte Zelle auch transfiziert ist. 
Der Einfluss von Nck1 sowie Nck2 auf die Geschwindigkeit von S. flexneri wurde in Nck-
defizienten Zelllinien gemessen. Die ermittelte Durchschnittsgeschwindigkeit wurde mit jener 
in Nck-defizienten Zellen, die mit GFP-Nck1/2 bzw. der GFP-markierten Einzel-SH3-
Domänen von Nck1 (Nck1-SH3-3) rekonstituiert wurden, verglichen. Nck-defiziente Zellen 
wurden wie in Kapitel 2.9.4 beschrieben in einer Doppeltransfektion mit dem entsprechenden 
GFP-Konstrukt (Frischknecht et al., 1999b; Scaplehorn et al., 2002), (GFP-Nck1-SH3-3: im 
Rahmen dieser Arbeit hergestellt, siehe 2.6.14) und einem Puromycin-Vektor (# 631601, 
Clontech/ BD Biosciences) transfiziert. Zellen, die die Konstrukte stabil in ihr Genom 
integriert hatten, wurden wie unter 2.9.8 beschrieben in vier Sortierungen durch 
Durchflußzytometrie mit Zwischenkultivierung unter Puromycin-Selektionsdruck 
angereichert. Die stabile Re-Expression von GFP-Nck1 und GFP-Nck2 (ca. 74 kD) in Nck-
defizienten Zellen wurde vor der Durchführung der Experimente mittels Immunoblot-Analyse 
nachgewiesen (siehe Abb. 3. 17). Auch die Zelllinie, die mit der GFP-markierten dritten SH3-
Domäne von Nck1 transfiziert wurde, exprimierte intaktes Protein mit einer Größe von ca. 35 
kD (ebenfalls Abb. 3. 17). 
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Abb. 3. 17. Stabile Re-Expression verschiedener Nck-Konstrukte in Nck1/2-defizienten Zellen. 
Western Blot Analyse der Expression von GFP-markiertem Nck1, Nck2 und der dritten GFP-markierten Einzel-
SH3-Domäne von Nck1 in Nck1/2-defizienten-Zellen nach der vierten Sortierung. Zur Kontrolle ist ein 
Zellextrakt aus Nck1/2-defizienten Zellen (Nck del/del), in der kein Nck mit einem mc α-Nck Antikörper 
nachgewiesen wurde, und einer B16-Zelllinie, transient transfiziert mit GFP, aufgetragen (GFP). GFP-Nck1 und 
–Nck2 wurden als intakte Proteine mit ca. 74 kD detektiert (Nck1, Nck2). Die GFP-markierte, dritte Einzel-
SH3-Domäne von Nck1 (Nck1-SH3-3) wurde mit einer Größe vca. 35 kD detektiert. GFP-Nck1 und Nck2 
wurden mit einem monoklonalen α-Nck (BD Biosciences) Antikörper, GFP und GFP-Nck1-SH3-3 mit einem 
polyklonalen α-GFP Antikörper nachgewiesen. Der Größenstandard ist in kD angegeben. 
 
 
 
Abb. 3. 18. Stabile Re-Expression verschiedener N-WASP-Konstrukte in N-WASP defekten Zellen. 
Western Blot Analyse der Expression von GFP-markierten N-WASP-Konstrukten in N-WASP-defekten Zellen 
nach der vierten Sortierung. Zu Kontrolle ist ein Zellextrakt einer B16-Zelllinie, transient transfiziert mit GFP 
(GFP), aufgetragen. GFP-N-WASP und GFP–N-WASP-5xm3 wurden als intakte Proteine mit ca. 96 kD 
detektiert (N-WASP, N-WASP-5xm3). Die GFP-markierte Deletionsmutante N-WASPΔPoly-Prolin (N-
WASPΔPP) wurde in richtiger Größe mit ca. 72 kD detektiert. Die Proteine wurden mit einem polyklonalen α-
GFP Antikörper nachgewiesen. Der Größenstandard ist in kD angegeben. 
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Weitere Analysen wurden in N-WASP defekten Zellen durchgeführt, die GFP-N-WASP, 
GFP-N-WASP-5xm3 (beide ca. 96kD) sowie GFP-N-WASPΔPoly-Prolin (ca. 72 kD) stabil 
und intakt synthetisierten (Abb. 3. 18). 
 
3.4.2 Die optimale Geschwindigkeit von Shigella ist abhängig von Nck 
In dieser Arbeit konnte eine Lokalisation der SH2/SH3-Adapterproteine Nck1 und Nck2 an 
der bakteriellen Oberfläche von S. flexneri gezeigt werden (siehe Kapitel 0). Dieser Befund 
deutete auf eine Rolle dieser SH2/SH3-Adapterproteine in der intrazellulären Motilität von 
Shigella hin. In den nachfolgend beschriebenen Motilitäts- bzw. Geschwindigkeitsanalysen 
intrazellulärer Shigella Bakterien wurde nun die Bedeutung von Nck1 und Nck2 für die 
effiziente Bewegung bzw. die intrazelluläre Geschwindigkeit dieser Pathogene untersucht. 
Die Geschwindigkeiten von S. flexneri wurden durch die Software-gestützte (Retrac 2.10, 
Nick Carter, UK) Analyse videomikroskopischer Aufnahmen von infizierten Nck1/2-
defizienten Zellen ermittelt, die wie unter 3.4.1 beschrieben stabil verschiedene GFP-
markierte Nck-Konstrukte re-exprimierten. Für jede Zellpopulation wurden aus mindestens 
15 Sequenzen (aus zumindest drei unabhängigen Experimenten) die 
Durchschnittsgeschwindigkeiten von bis zu 112 Bakterien bestimmt. Ein signifikanter 
Unterschied von Durchschnittsgeschwindigkeiten einzelner normalverteilter und 
varianzgleicher Datenreihen wurde angenommen, wenn diese sich mit 95-prozentiger 
Wahrscheinlichkeit im „Two-sampled“ T-Test als verschieden erwiesen (p < 0,05) (siehe 
Kapitel 2.10.2). 
In infizierten Nck1/2-defizienten Zellen waren die Shigella Bakterien motil, ihre 
Geschwindigkeit lag in Abwesenheit von Nck bei 0,094 µm/sec (N=112). Die Rekonstitution 
von Nck1/2-defizienten Zellen mit GFP-Nck1 oder –Nck2 steigerte jedoch die 
Geschwindigkeit motiler S. flexneri um rund 30% verglichen mit der Geschwindigkeit der 
Bakterien in Nck-defizienten Zellen. Die Re-Expression von GFP-Nck1 erhöhte die 
Geschwindigkeit von Shigella von 0,094 µm/sec in Nck-defizienten Zellen auf 0,129 µm/sec 
(N=92) („Two-sampled T-Test“: p = 0,006). Die Geschwindigkeit in Nck-defizienten Zellen 
mit GFP-Nck2 Re-Expression betrug 0,134 µm/sec (N=101) („Two-sampled T-Test“: p = 0). 
Bemerkenswert ist, dass es in der Durchschnittsgeschwindigkeit mit Nck1 bzw. Nck2 keinen 
signifikanten Unterschied gab („Two sampled T-Test“: p = 0,68). Dies belegt eine 
funktionelle Redundanz dieser beiden Proteine an der bakteriellen Oberfläche, wie sie ebenso 
in der frühen Embryonalentwicklung der Maus angenommen wird (Bladt et al., 2003).  
                                                                                                                                               3 Ergebnisse 
 92
Die einzelne, dritte SH3-Domäne von Nck1 erhöhte die Geschwindigkeit von S. flexneri in 
Nck1/2-defizienten Zellen lediglich um 10% auf eine Geschwindigkeit von 0,107 µm/sec 
(N=112). Diese Geschwindigkeit unterscheidet sich signifikant von der in Zellen mit Re-
Expression von Nck2 („Two sampled T-Test“: p = 0,003), nicht aber mit Re-Expression von 
Nck1 („Two-sampled T-Test“: p = 0,068) oder von der Geschwindigkeit in Nck-defizienten 
Zellen ohne Nck-Re-Expression („Two-sampled T-Test“: p = 0,166). Der signifikante 
Unterschied zwischen der Geschwindigkeit in Nck-defizienten Zellen mit Nck1-SH3-3- bzw. 
Nck2-Rekonstitution deutet auf eine Relevanz der physikalischen Verbindung der drei SH3-
Domänen in Wildtyp-Nck hin. Darüber hinaus könnten über die SH2-Domäne des Nck-
Volllängenproteins weitere zelluläre Faktoren rekrutiert werden, die die Aktinpolymerisation  
an der bakteriellen Oberfläche zusätzlich stimulieren könnten. Jedoch ließ sich mit hoch 
spezifischen Antikörpern an der bakteriellen Oberfläche von S. flexneri kein Phosphotyrosin-
Signal nachweisen (Frischknecht et al., 1999a). Eine Bindung eines weiteren bakteriellen 
Proteins an die freie SH2-Domäne des Wildtyp-Nck an der bakteriellen Oberfläche von 
Shigella ist eher unwahrscheinlich, aber dennoch denkbar. 
Aufgrund der Geschwindigkeitsanalyse von S. flexneri in Nck-defizienten Zellen, die Nck1-
SH3-3 re-exprimierten, erschien es interessant, eine Nck-defiziente Zellpopulation zu 
generieren, die Nck1 mit einer defekten SH2-Domäne re-exprimiert („GFP-Nck1R308K“, 
frdl. z.V. gestellt von M. Way, Cancer Research, London, UK). Die Punktmutation der SH2-
Domäne setzt die Affinität zu phosphorylierten Tyrosinen stark herab (Chen et al., 2000; 
Tanaka et al., 1995). Um eine derartige Zelllinie zu erhalten, wurde verfahren, wie bei den 
anderen Nck re-exprimierenden Linien beschrieben. Allerdings ließ sich keine stabile Re-
Expression von GFP-Nck1R308K erzielen, so dass sich keine Geschwindigkeitsanalysen von 
S. flexneri in derartigen Zellen durchführen ließ. 
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Abb. 3. 19. Nck erhöht die intrazelluläre Geschwindigkeit von Shigella. 
Die Durchschnittsgeschwindigkeiten von S. flexneri in Nck-defizienten Zellen, die kein (del/del) bzw. 
verschiedene GFP-Nck-Konstrukte re-exprimierten, wurden durch die Analyse (Retrac-Software) von 
videomikroskopischen Aufnahmen ermittelt. Die Geschwindigkeit von Shigella in Nck-defizienten Zellen 
(del/del) war um 30% verringert gegenüber Nckdel/del-Zellen, die mit GFP-Nck1 (Nck1) oder GFP-Nck2 (Nck2) 
rekonstituiert wurden („Two-sampled T-Test“: p = 0,006; p = 0). Die Geschwindigkeit in Nck-defizienten 
Zellen (N=112) lag durchschnittlich bei 0,094 µm/sec, durch die Re-Expression von Nck1 (N=92) oder Nck2 
(N=101) erhöhte sie sich auf durchschnittlich 0,132 µm/sec. Die Re-Expression der einzelnen, dritten SH3-
Domäne von Nck1 (Nck1-SH3-3) (N=112) führte zu einer gegenüber der Geschwindigkeit in der Nck-
defizienten Zelllinie mit Nck2-Rekonstitution signifikant um 20% niedrigeren Geschwindigkeit von 0,107 
µm/sec („Two-sampled T-Test“: p = 0,03). Für jeden experimentellen Zustand wurden bis zu 112 Bakterien aus 
15 Zellen und drei unabhängigen Experimenten betrachtet. Darstellung durch ein „box and whiskers“ 
Diagramm: Die unterbrochene Linie zeigt das Arithmetische Mittel an. Die Ausdehnung der „box“ und der 
„whiskers“ um den Median (durchgezogene Linie) gibt die Verteilung der gemessenen 
Durchschnittsgeschwindigkeiten einzelner Bakterien wieder. Die gemessenen Geschwindigkeiten mit Nck1 und 
Nck2 unterschieden sich nicht signifikant voneinander („Two-sampled T-Test“: p = 0,68), aber deutlich von den 
Geschwindigkeiten in Nckdel/del Zellen ohne Rekonstitution.  
 
 
Zusammenfassend lässt sich aus den Geschwindigkeitsanalysen erstens schließen, dass Nck 
nicht essentiell für die bakterielle Motilität von S. flexneri ist, da eine Bewegung in Nck 
defizienten Zellen gemessen wurde. Zweitens steigern aber Nck1 und Nck2, und zwar in 
gleicher Weise die Geschwindigkeit von Shigella in Nck defizienten Zellen deutlich und 
tragen damit zu einer effizienten Bewegung der Bakterien maßgeblich bei. Drittens ist die 
Existenz der dritten Einzel-SH3-Domäne von Nck1 nicht hinreichend zum Erreichen der 
Maximalgeschwindigkeit von Shigella in Nck-defizienten Zellen. 
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3.4.3 Die direkte Interaktion von Nck mit N-WASP erhöht die Geschwindigkeit 
motiler Shigella 
In den zuvor geschilderten Geschwindigkeitsanalysen wurde der Geschwindigkeits-fördernde 
Effekt von Nck beschrieben. Außerdem ist Nck als Ligand der Poly-Prolin-Domäne bekannt 
und vermag über diese Interaktion die N-WASP-vermittelte Aktinnukleation in vitro zu 
fördern (Rohatgi et al., 2001). Daher stellte sich die Frage, welchen Einfluss die direkte 
Interaktion von Nck mit N-WASP auf die intrazelluläre Motilität von Shigella ausüben kann. 
Die Rolle der direkten Interaktion von Nck mit N-WASP konnte in Software-gestützten 
(Retrac 2.10, Nick Carter, UK) Analysen videomikroskopischer Aufnahmen von N-WASP-
defekten Zellen, die verschiedene N-WASP-Konstrukte stabil re-exprimierten (siehe Kapitel 
3.4.1), aufgeklärt werden. Für jede rekonstitutierte N-WASP-defekte Zelllinie wurden aus 
mindestens 15 Sequenzen (aus zumindest drei unabhängigen Experimenten) die 
Durchschnittsgeschwindigkeiten von mindestens 132 Bakterien bestimmt. Ein signifikanter 
Unterschied von Durchschnittsgeschwindigkeiten einzelner normalverteilter und 
varianzgleicher Datenreihen wurde angenommen, wenn diese sich mit 95-prozentiger 
Wahrscheinlichkeit im „Two-sampled“ T-Test als verschieden erwiesen (p < 0,05) (siehe 
Kapitel 2.10.2).  
Die Re-Expression von GFP-N-WASP in N-WASP-defekten Zellen stellte die bakterielle 
Motilität von Shigella mit einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 0,116 µm/sec wieder 
her (N=144). Die Rekonstitution der N-WASP-vermittelten Motilität von S. flexneri in N-
WASP-defekten Zellen mit der Deletionsmutante N-WASPΔPoly-Prolin, der die gesamte 
Poly-Prolin-Domäne fehlt, führte zu einer um 50% reduzierten Geschwindigkeit von Shigella 
verglichen mit der Wildtyp-N-WASP-Rekonstitution (siehe Abb. 3. 20 N-WASPdelPP bzw. 
N-WASP) („Two sampled T-Test“: p = 0). In Zellen mit der Deletionsmutante N-
WASPΔPoly-Prolin erreichten die Shigella Bakterien lediglich eine durchschnittliche 
Geschwindigkeit von 0,061 µm/sec (N=132).  
In N-WASP-defekten Zellen, die die SH3-Domänen-bindungsdefiziente Mutante N-WASP-
5xm3 re-exprimierten, lag die Geschwindigkeit der Bakterien durchschnittlich bei 0,084 
µm/sec (N=139). Verglichen mit N-WASPdel/del-Zellen, die N-WASP re-exprimierten, war die 
Geschwindigkeit mit dieser Punktmutante von N-WASP somit um 30% reduziert („Two-
sampled T-Test“: p = 0). Der 20-prozentige Unterschied zwischen den 
Durchschnittsgeschwindigkeiten mit GFP-N-WASP5xm3 und –N-WASPΔPP ist ebenfalls 
signifikant („Two-sampled T-Test“: p = 0). 
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Abb. 3. 20. Die direkte Interaktion von Nck mit N-WASP ist notwendig für eine effiziente intrazelluläre 
Motilität von Shigella. 
Durch die Analyse videomikroskopischer Aufnahmen von S. flexneri wurden in N-WASP-defekten Zellen, in 
denen die bakterielle Motilität durch die Re-Expression verschiedener GFP-markierter N-WASP-Konstrukte 
rekonstituiert wurde, die Durchschnittsgeschwindigkeiten mittels „Retrac“-Software ermittelt. Die Re-
Expression der SH3-Domänen-bindungsdefekten Mutante N-WASP-5xm3 (N-WASP-5xm3) in N-WASPdel/del 
Zellen (N=139) stellte die bakterielle Geschwindigkeit nur zu 70% wieder her, verglichen mit der Rekonstitution 
durch N-WASP (N-WASP) (N=144) („Two-sampled T-Test“: p = 0). Wohingegen die Deletion der gesamten 
Poly-Prolin-Domäne (N-WASPdelPP) (N=132) die Geschwindigkeit nur zu 50% rekonstruierte im Vergleich 
zu Wildtyp-N-WASP („Two-sampled T-Test“: p = 0). In N-WASP-defekten Zellen lag die Geschwindigkeit 
durch Re-Expression von N-WASP5xm3 bei 0,084 µm/sec, durch Re-Expression von N-WASPΔPP bei 0,061 
µm/sec („Two-sampled T-Test“: p = 0) und durch Re-Expression von Wildtyp-N-WASP bei 0,116 µm/sec. 
Damit ist die Relevanz der direkten Interaktion von Nck mit N-WASP über das P5XR-Konsensusmotiv von N-
WASP dargelegt. Darüber hinaus deutet sich eine zusätzliche Rolle weiterer Poly-Prolin-bindender Proteine wie 
Profilin in der Motilität von Shigella an. Für jeden experimentellen Zustand wurden mindestens 132 Bakterien 
aus 15 Zellen und drei unabhängigen Experimenten betrachtet. Darstellung durch ein „box and whiskers“ 
Diagramm: Die unterbrochene Linie zeigt das Arithmetische Mittel an. Die Verteilung der gemessenen 
Durchschnittsgeschwindigkeiten wird über die Ausdehnung der „box“ und der „whiskers“ um den Median 
(durchgezogene Linie) dargestellt. Die gemessenen Geschwindigkeiten mit den unterschiedlichen N-WASP-
Konstrukten unterschieden sich signifikant voneinander. 
 
 
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die direkte Interaktion von Nck mit N-WASP 
über die beschriebenen P5XR-Motive (siehe Kapitel 3.2.2) die Geschwindigkeit von S. 
flexneri erhöht und damit eine effiziente Motilität gewährleistet wird. Da jedoch beim Fehlen 
der gesamten Poly-Prolin-Domäne von N-WASP die Geschwindigkeit noch um weitere 20% 
auf 50% der Geschwindigkeit mit N-WASP-Rekonstitution in N-WASPdel/del-Zellen reduziert 
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war, ist die Beteiligung weiterer Poly-Prolin-bindender Proteine wie Profilin an der optimalen 
Bewegung bzw. Geschwindigkeit von Shigella denkbar. 
Um zu klären, inwieweit verschiedene Poly-Prolin-Liganden von N-WASP generell die 
Aktivität dieses Proteins als NPF fördern können, wären in vitro Aktinpolymerisations-
Experimente mit gereinigten Komponenten in Lösung aufschlussreich. In diesen 
Experimenten könnte der alleinige Einfluss von Nck oder Profilin auf die N-WASP-
vermittelte Aktinpolymerisation direkt quantifiziert werden. Mit diesen Erkenntnissen könnte 
letztendlich das Verständnis der zellulären Regulation von N-WASP weiter vertieft werden.
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4 DISKUSSION 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die detaillierte Analyse der Interaktionen der Poly-
Prolin-Domäne von N-WASP mit Profilin und den SH2/SH3-Adapterproteinen Nck1, Nck2 
und Grb2. Der Einfluss dieser Interaktionen auf die intrazelluläre Motilität des 
humanpathogenen Erregers der Ruhr, Shigella flexneri, sollte differenziert betrachtet werden. 
 
4.1 Nck1, Nck2 und Grb2 lokalisieren an der Oberfläche von 
Aktinschweif-bildenden Shigella flexneri 
Die intrazelluläre Motilität von Shigella ist essentiell abhängig von dem als NPF („nucleation 
promoting factor“) wirkenden zellulären N-WASP Protein (Egile et al., 1999; Loisel et al., 
1999; Lommel et al., 2001; Rohatgi et al., 1999; Snapper et al., 2001; Suzuki et al., 1998). In 
vorangegangenen Studien zur Aktin-basierten Bewegung von Shigella konnte die 
Aktinschweif-Ausbildung durch Re-Expression von N-WASP in N-WASP-defekten Zellen 
uneingeschränkt wieder hergestellt werden (im Vergleich zur Vorläuferzelllinie). Durch die 
Re-Expression der Deletionsmutante N-WASPΔPoly-Prolin hingegen war die Effizienz der 
Aktinschweif-Ausbildung von Shigella deutlich herabgesetzt (Lommel et al., 2001). Bekannte 
Liganden der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP sind die SH2/SH3-Adapterproteine Nck1, 
Nck2 und Grb2 sowie das Aktin bindende Protein Profilin (Carlier et al., 2000; Rohatgi et al., 
2001; Suetsugu et al., 1998). Eine mögliche Rolle dieser Proteine in der intrazellulären 
Motilität von Shigella deutete sich aufgrund der oben genannten Arbeit sowie weiterer 
Studien bereits an (Egile et al., 1999; Frischknecht et al., 1999b; Mimuro et al., 2000; Moreau 
et al., 2000; Scaplehorn et al., 2002). Darüber hinaus war die Involvierung von sowohl Nck 
als auch Grb2 in die Aktin-vermittelte Motilität des Vaccinia Virus bekannt (Scaplehorn et 
al., 2002).  
In dieser Arbeit konnte in fixierten Epithelzellen (HeLa), die mit den GFP-
Fusionskonstrukten von Nck1/2, Grb2 und Profilin transfiziert und anschließend mit S. 
flexneri infiziert worden waren, eine deutliche Akkumulation der SH2/SH3-Adapterproteine 
Nck1, Nck2 und Grb2 am bakteriellen Pol gezeigt werden, wie sie für Nck1 bereits 
beschrieben wurde (Moreau et al., 2000). Diese Beobachtung und weitere Studien deuten auf 
eine Beteiligung dieser Proteine in der Aktinschweif-Bildung und damit der intrazellulären 
Motilität von S. flexneri hin. Zum einen ist zwar N-WASP, nicht aber Nck für die Motilität 
von IcsA exprimierenden E.coli in einem in vitro Motilitäts-Rekonstitutionssystem essentiell 
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(Loisel et al., 1999), jedoch beeinträchtigt das Fehlen der Poly-Prolin-Domäne in N-WASP 
wie beschrieben in N-WASP-defekten Zellen die Effizienz der Aktinschweif Ausbildung von 
S. flexneri (Lommel et al., 2001). Zum anderen sind Nck und Grb2 bekannte Poly-Prolin-
Interaktoren von N-WASP, die die Arp2/3 Komplex vermittelte Aktinpolymerisation 
erheblich fördern können (Carlier et al., 2000; Rohatgi et al., 2001).  
Die Rekrutierung von N-WASP erfolgt durch die direkte Bindung an IcsA (Egile et al., 1999; 
Suzuki et al., 1998; Suzuki et al., 2002) und ist unabhängig von Nck. So wurde u.a. in dieser 
Arbeit in Abwesenheit von Nck eine Motilität von Shigella beobachtet. Es gibt einige 
Hinweise darauf, dass Nck „downstream“ von N-WASP über die Poly-Prolin-Domäne 
rekrutiert werden könnte. Es konnte beispielsweise in Abwesenheit von N-WASP keine Nck-
Akkumulation an der bakteriellen Oberfläche von Shigella nachgewiesen werden (Snapper et 
al., 2001). Nck und Grb2 dienen daher bei Shigella nicht der Rekrutierung von N-WASP und 
sind damit nicht essentiell für die Motilität dieses Pathogens. Sie steigern lediglich die 
Effizienz der Bewegung, da sie vermutlich eine zusätzliche Aktivierung von N-WASP 
bewirken. Dies könnte über die in dieser Arbeit charakterisierten Interaktionen von SH3-
Domänen mit der Poly-Prolin-Domäne vermittelt werden. 
Im Vergleich dazu dienen die SH2/SH3-Adapterproteine Nck und Grb2 bei anderen 
Pathogenen und bei PIP2-induzierten Vesikel der Rekrutierung von N-WASP. In diesen 
Systemen ist besonders Nck oftmals entscheidend für die induzierte Aktinnukleation. 
Beispielsweise lokalisieren Nck und Grb2 auch an der Oberfläche des Vaccinia Virus, wo sie 
die Aktin-basierte intrazelluläre Bewegung kooperativ vorantreiben (Scaplehorn et al., 2002). 
Der Rekrutierungsmechanismus von Nck bei Vaccinia unterscheidet sich von dem 
mutmaßlichen an der bakteriellen Oberfläche von S. flexneri. Das phosphorylierte (Tyr112) 
Oberflächenprotein viraler Partikel A36R bindet die SH2-Domäne von Nck (Frischknecht et 
al., 1999b; Scaplehorn et al., 2002). Nck interagiert jedoch nicht nur über seine SH3-
Domänen mit der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP, sondern auch indirekt über WIP, denn 
es wird ein Komplex aus N-WASP, WIP und Nck rekrutiert. In diesem interagiert WIP mit 
der WH1-Domäne von N-WASP und mit Nck (Moreau et al., 2000). Grb2 wird über eine 
zweite Phosphorylierungsstelle Tyr132 an A36R rekrutiert und bindet N-WASP. Grb2 
unterstützt auf diese Weise vermutlich die Aktin-basierte Bewegung von Vaccinia 
(Scaplehorn et al., 2002) (siehe Abb. 1.7). Welchen Einfluss Grb2 hingegen auf die 
bakterielle Motilität von Shigella ausübt, ist bisher nicht bekannt. 
Durch das saure Phospholipid PIP2-induzierte Vesikel können sich analog zu bakteriellen 
Pathogenen durch die Ausbildung eines Aktinschweifes intrazellulär bewegen (Lee and De 
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Camilli, 2002; Rozelle et al., 2000). Diese Vesikel weisen ebenfalls eine Lokalisation sowohl 
von Nck als auch Grb2 auf (Benesch et al., 2002). Die Ausbildung von Aktinschweifen an 
diesen Vesikeln ist abhängig von N-WASP (Benesch et al., 2002; Taunton et al., 2000), 
jedoch liegen die Proteine WIP, Nck und Grb2 analog zur Rekrutierungskaskade beim 
Vaccinia Virus „upstream“ von N-WASP. Für die Rekrutierung von N-WASP wurden 
unabhängige Bindungsstellen – u.a. in der WH1- und der Poly-Prolin-Domäne – beschrieben. 
Daher liegt die Vermutung nahe, dass ein Komplex aus WIP, Nck und N-WASP an PIP2 
induzierte Vesikel gebunden werden könnte (Benesch et al., 2002). 
 
4.2 Die SH3-Domänen von Nck1 und Grb2 binden unabhängig 
voneinander an ein P5XR-Konsensusmotiv 
Die Bindung einzelner SH3-Domänen von Nck, Grb2 und IRSp53 an die Poly-Prolin-
Domäne von N-WASP konnte im Rahmen dieser Arbeit kartiert werden. Darüber hinaus 
wurde die Wechselwirkung von Profilin mit N-WASP näher charakterisiert. 
Für diese Studien wurden sowohl Einzel-SH3-Domänen der genannten SH2/SH3-
Adapterproteine als auch Profilin als GST-Fusionen rekombinant hergestellt. Diverse 
„Peptide Scans“ der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP wurden mit diesen Proteinen einzeln 
überschichtet, so dass die Bindung im Detail untersucht werden konnte. 
Für die unabhängige Interaktion der drei Einzel-SH3-Domänen von Nck1 und Grb2 wurde 
ein fünffach vorkommendes Konsensusmotiv (Abb. 3.3 C-E) gefunden, welches aus fünf 
Prolinen in Reihe gefolgt von einer beliebigen unpolaren Aminosäure und Arginin (P5XR) 
besteht. 
Dieses Motiv ist ein typisches Bindemotiv von SH3-Domänen, denn es enthält die 
konservierte Kernsequenz „PxxP“ (Ren et al., 1993). Die Wechselwirkung von SH3-
Domänen mit diesen Motiven in Zielmolekülen ist in der Regel von schwacher Affinität. Die 
Spezifität dieser Bindung wird durch eine meist basische Aminosäure (+) bestimmt, so auch 
in diesem P5XR-Konsensusmotiv in der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne. Da die basische 
Aminosäure Arginin in diesem Fall hinter den Prolinen steht („PxxPx+“), ist dieses Motiv als 
ein KlasseII Bindemotiv einzustufen (Feng et al., 1994). Für alle SH3-Domänen von Nck1 
konnte eine Wechselwirkung mit den fünf P5XR-Motiven gezeigt werden, jedoch war die 
Bindung der dritten SH3-Domäne von Nck1 an das zweite P5XR-Motiv in den beschriebenen 
„Peptide Scan“ Analysen am stärksten. In der Literatur wurde hingegen dargelegt, dass die 
zweite SH3-Domäne von Nck1 in vitro die stärkste Bindung an die N-WASP-Poly-Prolin-
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Domäne aufweist (Rohatgi et al., 2001). Jedoch deuteten in dieser Studie zudem in vitro 
Aktinpolymerisations-Experimente darauf hin, dass für eine Bindung und maximale 
Aktivierung des NPF N-WASP das Vorhandensein aller drei SH3-Domänen notwendig ist. 
Die zweite, C-terminale SH3-Domäne von Grb2 weist demgegenüber übereinstimmend mit 
ihrer in der Literatur bereits beschriebenen höheren Aktivität (Carlier et al., 2000) eine 
drastisch angehobene Affinität zu den P5XR-Motiven auf. Die Bindung an das dritte und 
vierte P5XR-Konsensusmotiv erscheint im Vergleich mit der Bindung der N-terminalen SH3-
Domäne von Grb2 sowie der SH3-Domänen von Nck besonders akzentuiert. 
Die SH3-Domäne von IRSp53 bindet nur sehr schwach an das P5XR-Konsensusmotiv. Des 
weiteren bindet dieses Protein ebenfalls schwach an C-terminale Poly-Prolin-Bereiche, die 
dieses Motiv nicht enthalten. Aufgrund dieser schwachen Interaktion von IRSp53-SH3 mit 
der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne wurde die in vivo Relevanz dieser Interaktion in den 
nachfolgenden Studien nicht näher untersucht. 
 
Im Gegensatz zu den untersuchten SH3-Domänen bindet Profilin entlang der gesamten Poly-
Prolin-Domäne von N-WASP. Es zeigte sich neben der Interaktion mit dem dritten und 
vierten P5XR-Motiv der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne eine Bindung an den C-terminalen 
Teil der Poly-Prolin-Domäne. Wie bereits für die Profilin Bindung im allgemeinen 
beschrieben wurde, ist zumindest ein zehn Aminosäuren umfassender kontinuierlicher Poly-
Prolin-Bereich für eine Bindung von Profilin hinreichend (Perelroizen et al., 1994). Eine 
effiziente Bindung von Profilin wird allerdings durch mehrere Wiederholungen mit dem 
Konsensus „ZPPX“ (wobei „Z“ Prolin, Glycin oder Alanin sein kann und „X“ jede beliebige 
hydrophobe Aminosäure) gewährleistet (Witke et al., 1998). Dieses Konsensusmotiv ist in 
den P5XR-Motiven enthalten, da „X“ für eine unpolare Aminosäure steht. Die detektierte 
Bindung von Profilin an den C-terminalen Teil der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne erfolgt 
hingegen über die Bindung an kontinuierliche Prolin-Folgen. Die Profilin Bindung an N-
WASP lässt sich daher nicht auf einzelne Motive eingrenzen. Profilin2 zeigte in den „Peptide 
Scan“ Analysen eine mindestens doppelt so starke Affinität zur N-WASP-Poly-Prolin-
Domäne wie Profilin1. Die Strukturen von Profilin1 und 2 sind bekannt und gleichen sich fast 
vollkommen (Nodelman et al., 1999). Jedoch unterscheiden sich beide Isoformen durch eine 
unterschiedliche Ladungsverteilung auf ihrer Oberfläche, so hat Profilin1 einen eher 
basischen und Profilin2 eher sauren Charakter. Dadurch wird vermutlich die spezifische 
Bindung an unterschiedliche Interaktionspartner gewährleistet (Witke, 2004). Profilin2 
zeichnet sich in Bezug auf die Bindung Prolin-reicher Liganden allgemein durch eine höhere 
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Affinität aus, die durch einen zusätzlichen aromatischen Rest von Proflin2 in der schon für 
Profilin1 beschriebenen Poly-Prolin-Bindungsstelle vermittelt wird (Nodelman et al., 1999). 
 
4.3 Die Aminosäure Arginin im P5XR-Konsensusmotiv spielt eine 
wichtige Rolle in der Bindung von SH3-Domänen, nicht aber von 
Profilin 
Die biochemische Untersuchung der Bindung von SH3-Domänen und Profilin an die N-
WASP-Poly-Prolin-Domäne wurde mittels verschiedener „Peptide Scan Overlay“ Analysen 
fortgesetzt, bei denen das P5XR-Konsensusmotiv schrittweise verändert wurde. 
Zunächst wurde eine 21 Aminosäuren lange Sequenz ausgewählt, welche das erste P5XR-
Motiv sowie flankierende Aminosäuren umfasste. In dieser Sequenz wurden einzeln alle 21 
Positionen auf einem „Peptide Scan“ durch alle Aminosäuren ersetzt (420 „Spots“), um den 
Einfluss einzelner Aminosäuren im P5XR-Konsensusmotiv auf die Bindung von SH3-
Domänen zu analysieren. Dabei stellte sich heraus, dass Prolin an erster Position im P5XR-
Konsensusmotiv nicht notwendig für die Bindung von SH3-Domänen ist, die restlichen 
Proline dagegen sind essentiell. Für die Bindung von SH3-Domänen optimal ist das 
Vorhandensein einer unpolaren Aminosäure nach den Prolinen. Als entscheidend für die 
Bindung von SH3-Domänen kristallisierte sich jedoch die basische Aminosäure Arginin am 
Ende des Konsensus heraus, denn die Affinität war mit jeder anderen Aminosäure um 
mindestens 70% reduziert. Darüber hinaus konnte die Affinität zum P5XR-Konsensusmotiv 
weiter gesteigert werden, wenn die zur basischen Aminosäure benachbarte Aminosäure 
ebenfalls basischen Charakter hatte, gleichbleibend war die Affinität nur beim Ersatz durch 
unpolare Aminosäuren. Damit wurde das zuvor definierte P5XR-Konsensusmotiv bestätigt. 
Außerdem stellten diese und nachfolgende Experimente die Bedeutung der Aminosäure 
Arginin, inklusive ihrer Position im P5XR-Konsensusmotiv klar heraus. 
In zwei verschiedenartig gestalteten „Peptide Scans“ wurden unabhängige Experimente mit 
dem folgenden übereinstimmenden Ergebnis durchgeführt. Der Ersatz der basischen 
Aminosäure Arginin durch die neutrale Aminosäure Alanin beeinträchtigt in jedem Fall 
massiv die Affinität der SH3-Domänen von Nck und Grb2 zu diesem Motiv (Verminderung 
um bis zu 80%), wohingegen die Interaktion von Profilin nicht verändert wird, da das 
Konsensusmotiv von Profilin davon nicht betroffen ist. 
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4.4 Die Mutante N-WASP5xm3 mit Arginin-Alanin-Austausch in 
P5XR-Motiven bindet keine SH3-Domänen mehr 
Um der Frage nach der Wichtigkeit der Interaktion von SH3-Domänen mit N-WASP in vivo 
in der bakteriellen Motilität von S. flexneri nachzugehen, wurde eine Mutante von N-WASP 
generiert, die mehrere Aminosäure-Austausche von Arginin zu Alanin in und vor den fünf 
P5XR-Motiven beinhaltet. Damit wurde eine drastische Beeinträchtigung der Bindung von 
SH3-Domänen an die N-WASP-Poly-Prolin-Domäne beabsichtigt.  
In GST-Präzipitations-Experimenten mit immobilisierten Einzel-SH3-Domänen von Nck1, 
Nck2 und Grb2 konnte gezeigt werden, dass dies sehr effektiv erreicht wurde. Die SH3-
Domänen akkumulierten effizient GFP-markiertes Wildtyp-N-WASP aus Lysaten aus 
transient exprimierenden B16-Zellen. Die Punktmutante N-WASP5xm3 wurde in analogen 
Experimenten hingegen kaum gebunden.  
Eine unspezifische Bindung über den GST-Fusionsanhang ließ sich ausschließen. In einem 
weiteren Kontrollexperiment zeigte sich unerwartet eine Bindung der SH3-Domänen von 
Nck1 an die Deletionsmutante N-WASPΔPP, welcher die gesamte Poly-Prolin-Domäne fehlt. 
Auch aus Lysaten von N-WASP-defekten Zellen, die nur die Deletionsmutante und kein 
endogenes N-WASP exprimierten, wurde ebenso eine geringe Menge des Deletionsproteins 
gebunden. Möglicherweise werden durch immobilisierte SH3-Domänen 
Multiproteinkomplexe präzipitiert, in denen die Interaktion von Nck1-SH3 an die 
Deletionsmutante N-WASPΔPP indirekt vermittelt wird. Die immobilisierte SH3-Domäne 
von Nck könnte beispielweise an Prolin-reiche Bereiche von WIP binden. WIP könnte über 
die Bindung seiner WASP-Bindedomäne an die WH1-Domäne von N-WASPΔPP die 
Interaktion indirekt vermitteln. Dies wäre analog zum Signalweg, der an der Oberfläche von 
motilen Vaccinia Viren zur Aktinpolymerisation induziert wird (Moreau et al., 2000). 
Dennoch veranschaulichen die GST-„pull down“ Experimente die sich bereits in den „Peptide 
Scan“ Analysen klar abzeichnende funktionelle Einschränkung der fünf SH3-Bindemotive in 
der Poly-Prolin-Domäne von N-WASP durch den Austausch von Arginin gegen Alanin. Da 
die eingeführten Mutationen lediglich die Bindung der untersuchten SH2/SH3-
Adapterproteine verhindert, nicht aber die Bindung von Profilin und weiterer möglicher 
Bindepartner konnte in nachfolgenden Experimenten nur der Einfluss der SH3-Bindung auf 
die bakterielle Motilität von S. flexneri untersucht werden. 
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4.5 Nck fördert die intrazelluläre Motilität von Shigella 
Shigella bindet N-WASP für seine Aktin basierte Bewegung, so dass letztlich der Arp2/3 
Komplex rekrutiert und aktiviert werden kann (Egile et al., 1999; Loisel et al., 1999; Lommel 
et al., 2001; Rohatgi et al., 1999; Snapper et al., 2001; Suzuki et al., 1998). N-WASP wird 
durch den bakteriellen Faktor IcsA aktiviert (Egile et al., 1999). Eine zusätzliche Aktivierung 
dieses Proteins wäre durch das an die bakterielle Oberfläche rekrutierte SH2/SH3-
Adapterprotein Nck möglich. Der Einfluss von Nck auf die bakterielle Geschwindigkeit 
wurde daher in Nck-defizienten Zellen untersucht. Die Analyse der bakteriellen 
intrazellulären Durchschnittsgeschwindigkeiten wurde durch die Software-gestützte (Retrac 
2.10, Nick Carter, UK) Auswertung videomikroskopischer Aufnahmen von infizierten 
Nck1/2-defizienten Zellen durchgeführt. Die Rekonstitution von Nck1/2-defizienten Zellen 
mit GFP-Nck1 oder –Nck2 steigerte die Geschwindigkeit motiler Shigella Bakterien um rund 
30% verglichen mit der Geschwindigkeit der Bakterien in Nck-defizienten Zellen. Die 
bakterielle Geschwindigkeit ließ sich sowohl durch die Re-Expression von Nck1 als auch von 
Nck2 in Nck-defizienten Zellen anheben. Diese Daten zeigen, dass Nck1 und Nck2 in ihrer 
Funktion bei der Shigellenbewegung voll austauschbar sind. Eine Redundanz dieser beiden 
Proteine wurde auch in der Embryonalentwicklung der Maus angenommen (Bladt et al., 
2003). 
Eine einzelne SH3-Domäne von Nck1 erhöhte die Geschwindigkeit von S. flexneri in Nck1/2-
defizienten Zellen im Vergleich zu Nck2 kaum. Die kovalente Verbindung der drei SH3-
Domänen im Volllängenprotein könnte für eine effiziente Aktivierung von N-WASP durch 
Nck eine Rolle spielen, so wie sie in in vitro Bindungsstudien und Aktinpolymerisations-
Experimenten beschrieben wurde (Rohatgi et al., 2001). Ferner wurde in vivo beobachtet, 
dass eine lokale Aktinpolymerisation durch die künstliche Anhäufung („Clustering“) von 
Wildtyp-Nck an der Plasmamembran induziert werden kann, wohingegen „Cluster“ aus 
einzelnen SH3-Domänen keine nennenswerte Polymerisation hervorrufen konnten (Rivera et 
al., 2004). 
Die SH2-Domäne in Wildtyp-Nck dient der Rekrutierung des Proteins an Phosphotyrosine 
(Buday et al., 2002). Das Fehlen dieser Domäne könnte ebenso eine reduzierte 
Geschwindigkeit von Shigella in Nck-defizienten Zellen, die Nck1-SH3-3 re-exprimieren, 
erklären. Zum einen könnte diese Domäne zur Rekrutierung von Nck beitragen, zum anderen 
wäre eine Interaktion mit einem zellulären (Phosphotyrosin enthaltenden) Faktor denkbar. 
Dieser könnte möglicherweise die Aktinpolymerisation und damit die Motilität beeinflussen. 
Allerdings konnte an der bakteriellen Oberfläche von S. flexneri mit Antikörpern kein 
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Phosphotyrosin-Signal nachgewiesen werden Es wäre aber auch eine Bindung eines 
zusätzlichen bakteriellen Aktivators an die SH2-Domäne denkbar.  
 
Der Einfluss von Grb2 auf die Effizienz der bakteriellen Motilität wurde in dieser Arbeit nicht 
in Bezug auf die damit erzielte Geschwindigkeit untersucht, da keine Grb2-defizienten Zellen 
zur Verfügung standen. Grb2 ist wie Nck am posterioren Pol von Shigella lokalisiert (diese 
Arbeit) und darüber hinaus ein Aktivator von N-WASP in in vitro Aktinpolymerisations-
Studien (Carlier et al., 2000). Außerdem können Grb2 und Nck wie bereits beschrieben an der 
Oberfläche viraler Partikel von Vaccinia kooperativ aktivierend wirken (Scaplehorn et al., 
2002). In einem Motilitäts-Rekonstitutionsexperiment wird bei Vorinkubation IcsA-
exprimierender E. coli mit N-WASP und Grb2 und Zugabe von Grb2 in das Motilitätsmedium 
die Geschwindigkeit und die Länge der Aktinschweife im Vergleich zum Kontrollexperiment 
nicht verändert. Jedoch beginnt die Aktin-basierte Motilität von E. coli nach einer von 30 auf 
fünf Minuten drastisch verkürzten Lag-Phase, da mutmaßlich die aktive Konformation von N-
WASP unterstützt und damit die optimale Wechselwirkung mit IcsA erzielt wird (Carlier et 
al., 2000). Dies deutet auf eine Rolle von Grb2 zumindest in der Initiierung der Aktin-
basierten Bewegung von Shigella hin. Wie bei Nck zeichnet sich auch bei dem SH2/SH3-
Adapterprotein Grb2 eine der beiden SH3-Domänen (die zweite, C-terminale) durch eine 
gesteigerte Affinität und ein erhöhtes Aktivierungspotential in Bezug auf N-WASP aus 
(Carlier et al., 2000). Jedoch zeigte sich auch in diesen Aktinpolymerisations-Studien die 
deutlich verbesserte Aktivierbarkeit von N-WASP durch das Volllängenprotein mit den zwei 
physikalisch verbundenen SH3-Domänen (Carlier et al., 2000). 
 
4.6 Die direkte Interaktion von Nck mit N-WASP erhöht die 
Geschwindigkeit von Shigella 
Um den Einfluss der Poly-Prolin-Liganden auf die bakterielle Motilität von Shigella zu 
untersuchen, wurden Geschwindigkeitsanalysen der Bakterien in N-WASP-defekten Zellen, 
die verschiedene N-WASP-Konstrukte stabil re-exprimierten, durchgeführt. Die 
Rekonstitution der N-WASP-vermittelten Motilität von S. flexneri in N-WASP-defekten 
Zellen mit der Deletionsmutante N-WASPΔPoly-Prolin, der die gesamte Poly-Prolin-Domäne 
fehlt, führte zu einer um 50% reduzierten Geschwindigkeit von Shigella verglichen mit der 
Wildtyp-N-WASP-Rekonstitution. In HeLa Zellen, die dieses Konstrukt überexprimierten, 
wurde die bakterielle Geschwindigkeit von Shigella um 34% gesenkt (Harlander et al., 2003), 
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da vermutlich endogenes N-WASP durch die ektopisch exprimierte Deletionsmutante nicht 
völlig verdrängt werden kann. 
Die in der vorliegenden Arbeit entwickelte Mehrfach-Punktmutante von N-WASP „N-
WASP5xm3“ zeigte zuvor in in vitro Experimenten eine erheblich eingeschränkte Bindung an 
die SH3-Domänen von Nck. Die Re-Expression dieser SH3-Domänen-bindungsdefizienten 
Mutante in N-WASP-defekten Zellen führte zu einer um 30% reduzierten Geschwindigkeit 
verglichen mit der Rekonstitution durch Wildtyp-N-WASP. 
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass zum Erreichen der Maximalgeschwindigkeit 
von S. flexneri die direkte Interaktion von Nck mit N-WASP über die beschriebenen P5XR-
Motive notwendig ist. Das Fehlen der gesamten Poly-Prolin-Domäne von N-WASP senkt 
jedoch die Geschwindigkeit der Bakterien um 50% der Maximal-Geschwindigkeit mit 
Wildtyp-N-WASP-Rekonstitution. Daher kann die Poly-Prolin-Domäne nicht nur zur 
aktivierenden Bindung von Nck und Grb2 bzw. von SH3-Domänen enthaltenden Proteinen 
dienen. Der Beitrag Profilins oder weiterer Poly-Prolin bindender Proteine zum Erreichen 
einer optimalen Bewegung bzw. Geschwindigkeit von Shigella ist wahrscheinlich. Der 
Einfluss von Profilin auf die bakterielle Motilität konnte allerdings in analogen in vivo 
Geschwindigkeitsanalysen nicht untersucht werden, da keine Profilin-defiziente Zelllinie zur 
Verfügung stand.  
Profilin könnte jedoch auf zweierlei Weise die Aktinpolymerisation zur Ausbildung eines 
Aktinschweifes vorantreiben. Zum einen könnte es N-WASP analog zur möglichen 
Wirkungsweise von SH3-Domänen-Proteinen in der aktiven Konformation halten, auf der 
anderen Seite könnte Profilin Aktinmonomere rekrutieren. In Motilitäts-
Rekonstitutionsexperimenten mit Listeria und einem IcsA exprimierenden E. coli Stamm 
zeigte sich, dass Profilin die Motilitätsrate zwei- bis dreifach erhöhen kann (Loisel et al., 
1999). Bei der intrazellulären Bewegung von S. flexneri scheint Profilin eine wichtige Rolle 
zu spielen (Egile et al., 1999; Mimuro et al., 2000). Dabei scheint seine Fähigkeit sowohl G-
Aktin als auch Poly-Prolin-Bereiche von N-WASP binden zu können, wichtig zu sein 
(Mimuro et al., 2000), wobei eine weitere Studie andeutet, dass nur die G-Aktin-Bindung 
bedeutend für die bakterielle Bewegung von S. flexneri ist (Egile et al., 1999). 
In in vitro Aktinpolymerisations-Experimenten vermag Profilin die N-WASP vermittelte 
Aktinnukleation zu verstärken, wobei die Fähigkeit von Profilin sowohl G-Aktin als auch die 
N-WASP Poly-Prolin-Domäne binden zu können, dafür kritisch ist (Yang et al., 2000). Die 
Proteine ADF/ Cofilin und Profilin ermöglichen gemeinsam das Auftreten des 
Tretmühlenphänomens von Aktinfilamenten wie biochemisch gezeigt wurde (Didry et al., 
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1998). Zusammenfassend ist zu sagen, dass Profilin die Bereitstellung von Aktinmonomeren 
zur effizienten Aktinpolymerisation an der bakteriellen Oberfläche zu gewährleisten scheint, 
obwohl es in dieser Arbeit nicht gelang, eine Lokalisation dieses Proteins an der bakteriellen 
Oberfläche von Shigella nachzuweisen. 
 
In dieser Arbeit wurde erstmals die Rolle der Interaktoren von N-WASP, die Poly-Prolin-
Erkennungsmotive für ihre Interaktion nutzen, in der intrazellulären Motilität des bakteriellen 
Pathogens Shigella flexneri beschrieben. Dabei konnte gezeigt werden, dass Nck die 
intrazelluläre Bewegung von S. flexneri verstärkt. Die Interaktionsoberfläche von Nck wurde 
auf ein P5XR-Konsensusmotiv in der N-WASP-Poly-Prolin-Domäne eingegrenzt. Es wurde 
zudem gezeigt, dass diese direkte Interaktion zum Erreichen von Maximalgeschwindigkeiten 
von S. flexneri notwendig ist. Als Erweiterung dieser Ergebnisse wäre nun die biochemische 
Untersuchung der entwickelten SH3-bindungdefizienten Mutante N-WASP-5xm3 und von N-
WASP in in vitro Aktinpolymerisations-Experimenten sinnvoll, um den Einfluss von Nck, 
Grb2 bzw. von Profilin auf die Arp2/3 Komplex-vermittelte Aktinpolymerisation zu 
quantifizieren. Außerdem wäre eine zusätzliche Charakterisierung weiterer Proteinmodule 
von N-WASP, die neben der Poly-Prolin-Domäne einen bedeutenden Einfluss auf die 
Motilität von Shigella ausüben, äußerst interessant. N-WASP wird über zwei unabhängige 
Rekrutierungsdomänen, eine in der WH1-Domäne und eine weitere in der GBD, an IcsA 
gebunden (Lommel et al., 2001; Moreau et al., 2000; Suzuki et al., 2002). Daher stellt sich die 
Frage, wie relevant jede dieser Rekrutierungsdomänen ist, und zwar mit und ohne Poly-
Prolin-Domäne. Dies könnte ebenfalls in Geschwindigkeitsanalysen von Shigella in N-
WASP-defekten Zellen, die verschiedene N-WASP-Mutanten re-exprimieren, aufgeklärt 
werden. Die dabei gewonnenen Erkenntnisse würden nicht nur die molekularen Mechanismen 
der N-WASP Aktivierung an der Shigellenoberfläche erhellen, sondern auch das Verständnis 
der molekularen Regulation dieses wichtigen modul-artig aufgebauten Arp2/3-Aktivators 
insgesamt verbessern.
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Der humanpathogene, bakterielle Erreger der Ruhr, Shigella flexneri, nutzt die 
Aktinpolymerisations-Maschinerie seiner Wirtszelle, um seine intrazelluläre Motilität zu 
induzieren. Dabei handelt es sich um einen essentiellen Pathogenitätsmechanismus von 
Shigella. Das bakterielle Oberflächenprotein IcsA rekrutiert zu diesem Zweck den zelleigenen 
Nukleationsfaktor N-WASP, der wiederum die Rekrutierung und Aktivierung des Arp2/3 
Komplexes bewirkt. Das für die bakterielle Motilität essentielle N-WASP wird durch die 
Bindung von IcsA aktiviert. Die bakterielle Motilität kann durch eine Reihe weiterer 
zellulärer Faktoren wie den SH2/SH3-Adapterproteinen Nck1/2 und Grb2 sowie Profilin 
gefördert werden. Die Bindung dieser Proteine erfolgt spezifisch über die Poly-Prolin-
Domäne von N-WASP. Diese Interaktionen wurden in dieser Arbeit biochemisch 
charakterisiert, um ihren Einfluss auf die bakterielle Motilität von Shigella zu untersuchen.  
Detaillierte Analysen zeigten, dass die SH3-Domänen von Nck1, Nck2 und Grb2 unabhängig 
voneinander an ein P5XR-Konsensusmotiv binden, welches fünffach in der N-WASP-Poly-
Prolin-Domäne enthalten ist. Die gezielte Mutation dieser Motive schränkte die Bindung der 
SH3-Domänen von Nck1, Nck2 und Grb2 an N-WASP in vitro stark ein. Die bakterielle 
Geschwindigkeit von Shigella in Abhängigkeit der Interaktion von Nck mit N-WASP wurde 
mittels Videomikroskopie von infizierten und rekonstituierten Nck-defizienten und N-WASP-
defekten Zellen untersucht. Dabei erwiesen sich Nck1 und Nck2 zwar nicht essentiell für die 
Aktin-basierte Bewegung von Shigella, jedoch können beide Proteine die Geschwindigkeit 
der Bakterien bedeutend erhöhen. Des weiteren wurde die funktionelle Redundanz von Nck1 
und Nck2 in der Aktin-basierten Bewegung von Shigella dargelegt. Außerdem ist zum 
Erreichen der Maximalgeschwindigkeit von Shigella die direkte Interaktion von N-WASP mit 
Nck über die beschriebenen P5XR-Motive notwendig.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen wesentlich zum Verständnis der molekularen 
Mechanismen der intrazellulären Motilität von Pathogenen und der zellulären Regulation der 
Aktinnukleation durch den wichtigen Nukleationsfaktor N-WASP bei.
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7 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
A  Adenin 
A  Alanin 
Abb.  Abbildung 
ad  ergänzen 
ADP  Adenosindiphosphat 
AK  Antikörper 
APS  Ammoniumpersulfat 
Arp2/3  Actin related protein 2/3 
AS  Aminosäure 
ATCC  American Type Culture Collection 
ATP  Adenosintriphosphat 
 
bp  Basenpaare 
bzw.  beziehungsweise 
 
C  Cytosin 
cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat 
°C  Grad Celsius 
 
D  Aspartat 
d.h.  das heißt 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DTT  Dithiothreitol 
 
E  Glutamat 
ECL  Enhanced Chemoluminescence 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF  epidermal growth factor 
EHEC  enterohämorrhargische E.coli 
ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
EPEC  enteropathogene E.coli 
 
F  Phenylalanin 
FCS  Fötales Kälberserum 
Frdl. z.V.g. freundlicherweise zur Verfügung gestellt 
 
g  Gramm 
G  Guanin 
G  Glycin 
GDP  Guanosindiphosphat 
GFP  green flourescent protein 
Grb2  growth factor receptor bound 2 
GS  Glutathion Sepharose 
GST  Glutathion Sepharose-Transferase 
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GTP  Guanosintriphosphat 
 
H  Histidin 
h  Stunde 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsäure 
human  menschlichen Ursprungs 
 
I  Isoleucin 
IPTG  Isopropyl-β-D-galactopyranosid 
IRSp53 Insulin Rezeptor Substrat Protein 53 kD 
 
K  Lysin 
kb  Kilobasenpaare 
kD  Kilodalton 
 
l  Liter 
L  Leucin 
 
M  Methionin 
M  Mol/L, molar 
mAK  monoklonale Antikörper 
MCS  Multi Cloning Site 
MEM  Minimal Essential Medium 
min  Minute 
 
N  Asparagin 
Nck  non catalytic region of tyrosine kinase 
NEAA  non essential amino acids 
NPF  nucleation promoting factor 
NPG  n-Propylgalat 
N-WASP neuronales Wiskott-Aldrich-Syndrom Protein 
 
OD  Optische Dichte 
ori  origin of replication 
p.a.  pro analysii 
 
P  Prolin 
PDGF  platelet derived growth factor 
PP  Poly-Prolin 
pAK  polyklonale Antikörper 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PCR  Polymerase chain reaction 
pfn  Profilin 
PIP2  Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat 
 
Q  Glutamin 
 
R  Arginin 
RNA  Ribonukleinsäure 
RT  Raumtemperatur 
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s  Sekunde 
s.  siehe 
S  Serin 
SDS  Sodiumdodecylsulfat 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SH  Src-homologe Domäne 
 
T  Thymin 
T  Threonin 
Tab.  Tabelle 
TAE  Tris-Acetat-EDTA 
TBS  Tris Buffered Saline 
TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan 
Tyr  Tyrosin 
 
Upm  Umdrehungen pro Minute 
üN  über Nacht 
 
v/v  Volume per Volume 
V  Volumen 
V  Valin 
 
W  Tryptophan 
WASP  Wiskott-Aldrich Syndrom Protein 
WAVE WASP Familie Verprolin homologer Proteine 
WIP  WASP Interacting Protein 
WM  Wachstumsmedium 
w/v  weights per volume 
 
Y  Tyrosin
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